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Suun kautta annosteltavat valmisteet ovat yleisin ja suosituin lääkemuoto johtuen niiden 
helpon valmistuksen, säilytyksen ja annostelun tuomista eduista. Jotta lääkeaine pääsee 
verenkierron kautta vaikutuskohteeseensa, on sen ensin liuettava ruoansulatuskanavassa ja 
sen jälkeen imeydyttävä limakalvon läpi. Lääkeaineet onkin luokiteltu neljään 
biofarmaseuttisen luokittelujärjestelmän (BCS, biopharmaceutical classification system) 
ryhmään niiden liukoisuuden ja permeabiliteetin perusteella (Amidon ym. 1995). Yhä 
useampi uusi lääkeaine on huonosti liukeneva ja sen lisäksi mahdollisesti myös huonosti 
imeytyvä eli kuuluu luokkaan II tai IV. Luokan II lääkeaineilla in vitro -dissoluutiokokeita 
voidaan käyttää apuna in vivo –absorption arvioimisessa, koska liukoisuus rajoittaa 
imeytymistä ja on siten biologista hyväksikäytettävyyttä rajoittava tekijä. Lisäksi huono 
vesiliukoisuus voi johtaa epälineaariseen imeytymiseen, eli suuremmasta annoksesta ei 
imeydy yhtä suuri osa (Fa, fraction absorbed) kuin pienemmästä annoksesta (Takano ym. 
2008). 
Dissoluutioon ruoansulatuskanavassa vaikuttavat sekä lääkeaineen ja –valmisteen 
ominaisuudet että fysiologiset parametrit ja olosuhteet. Lääkeaineen kemialliset ja 
fysikaaliset ominaisuudet, kuten pKa, molekyylipaino, rasvaliukoisuus, polymorfia, 
kidemuoto ja partikkelikoko, vaikuttavat sen liukoisuuteen. Formulaation avulla voidaan 
kuitenkin vaikuttaa yhdisteen dissoluutioon fysiologisissa olosuhteissa. 
Ruoansulatuskanavassa liukenemiseen vaikuttavat muun muassa ruuansulatusnesteiden pH, 
tilavuus, koostumus sekä ruuansulatuskanavan motiliteetti. Nämä vaihtelevat kanavan eri 
osissa ja erityisesti, kun verrataan ruoansulatus- ja paastovaiheita. Fysiologisilla tekijöillä 
on suuri vaikutus etenkin niukkaliukoisten emästen liukoisuuteen (Amidon ym. 1995; Galia 
ym. 1998). Annosteluolosuhteilla voidaan parantaa tai heikentää merkittävästi lääkeaineen 
hyötyosuutta, sillä samanaikaisesti otetuilla muilla lääkkeillä tai ravinnolla voi olla 




Heikot emäkset liukenevat usein täysin mahan happamassa pH:ssa, mutta saattavat saostua 
siirtyessään ohutsuolen emäksisempään ympäristöön (Kostewicz ym. 2004). Tämä voi 
johtaa supersaturoitumiseen eli ylikylläisen liuoksen muodostumiseen, mikä saattaa 
parantaa imeytymistä ylikylläisyyden kestosta ja asteesta riippuen, mutta samalla myös 
kiihdyttää lääkeaineen saostumista (Bevernage ym. 2012a). Saostuminen voi heikentää 
merkittävästi lääkeaineen imeytymistä. Lääkeaine voi kuitenkin liueta uudelleen 
myöhemmin ohutsuolessa ja saada aikaan kaksipiikkisen plasmakonsentraatiokuvaajan ajan 
suhteen.  
Kun liukoisuutta ja dissoluutiota tutkitaan in vitro, pyritään tutkimusmenetelmässä 
huomioimaan fysiologiset olosuhteet mahdollisimman tarkasti. Mitä paremmin parametrit 
vastaavat tekijöitä in vivo, sitä paremmin menetelmällä voidaan arvioida lääkeaineen 
käyttäytymistä elimistössä (Kostewicz ym. 2004). Tämän vuoksi tutkimuksissa käytetään 
usein niin kutsuttuja biorelevantteja väliaineita, joiden koostumus vastaa mahdollisimman 
hyvin ruoansulatuskanavan nesteiden koostumusta mahassa ja ohutsuolessa ruokailun 
jälkeen sekä paastossa.  
Dissoluutiomenetelmillä halutaan liukoisuuden lisäksi tutkia myös lääkeaineen mahdollista 
saostumista sekä uudelleenliukenemista ohutsuolessa, joilla molemmilla voi olla vaikutusta 
imeytyvään lääkeainemäärään. Dissoluutiotutkimuksia tehdään lääkekehityksen eri 
vaiheissa. Aivan alkuvaiheessa lääkeainetta voi olla käytettävissä vain muutamia 
milligrammoja, jolloin miniatyrisoitu dissoluutiota ja saostumisriskiä arvioiva menetelmä 
on tarpeellinen. Dissoluutiokokeista saatuja tuloksia voidaan yhdistää farmakokineettiseen 
mallinnukseen, jonka avulla voidaan ottaa huomioon imeytymiseen liittyviä fysiologisia 
tekijöitä, kuten mahan tyhjenemisnopeus, permeabiliteetti ja metabolia. Kun valmisteesta 
on saatavilla in vivo -dataa, voidaan dissoluutiokokeista saatuja tuloksia vertailla näihin 
tuloksiin ja tutkia esimerkiksi formulaatioon tehtyjen muutoksien vaikutusta liukoisuuteen 
ja hyväksikäytettävyyteen. 
Tämän tutkimuksen tavoitteena on kehittää heikosti emäksisen lääkeaineen liukenemista, 




käytettäväksi pienille lääkeainemäärille. Menetelmän tulee olla helposti ja nopeasti 
toteutettavissa tavallisissa laboratorio-olosuhteissa. Dissoluutiomenetelmästä saadut 
parametrit tullaan myöhemmin liittämään farmakokineettiseen mallinnusohjelmaan, jolloin 
ne yhdessä muodostavat biologista hyväksikäytettävyyttä arvioivan työkalun varhaiseen 
lääkekehitykseen.    
 
 
2 DISSOLUUTIOON VAIKUTTAVAT TEKIJÄT 
 
2.1 Liukoisuus ja dissoluutio 
 
Lääkeaineen tai -valmisteen liukenemiseen vaikuttavat sen fysikaaliset ja kemialliset 
ominaisuudet. Lisäksi siihen vaikuttavat väliaineen koostumus, kuten pH, viskositeetti, 
konsentraatio ja lämpötila. Liukeneminen perustuu aineiden välisiin vuorovaikutuksiin, 
joiden avulla muodostuu yksi homogeeninen faasi. Lyhyesti sanottuna samanlainen liuottaa 
samanlaista, esimerkiksi polaarinen liuotin polaarisia ja ionisoituneita aineita. Liukoisuus 
on aineelle luontainen ominaisuus, joka riippuu vain sen kemiallisista ominaisuuksista ja 
johon ei pystytä esimerkiksi formulointivaiheessa vaikuttamaan. Liukoisuudella, myös 
tasapainoliukoisuudella tai ominaisliukoisuudella, tarkoitetaan myös saturoituneen liuoksen 
konsentraatiota tietyssä lämpötilassa ja paineessa. Termodynaaminen liukoisuus on aineen 
kaikista stabiileimman kidemuodon liukoisuus eli aineen todellinen liukoisuus 
mahdollisimman pienienergisessä systeemissä ja tasapainotilassa. Kineettinen liukoisuus 
kuvaa konsentraatiota, jossa saostuminen alkaa (Hsieh ym. 2012). 
Dissoluutio on partikkelien, molekyylien tai ionien irtoamista kiinteästä aineesta sekä 
niiden sekoittumista nesteeseen diffuusioon perustuen. Liukoisuudesta poiketen dissoluutio 
on aineen ulkoinen ominaisuus, jota voidaan muokata esimerkiksi fysikaalisia tai 
formulaation ominaisuuksia muuttamalla. Dissoluutio on kineettinen prosessi ja 




siis liukenemisen nopeutta ja liukoisuus määrää, joka voi liueta. Dissoluutionopeus dM/dt 
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jossa D on aineen diffuusiokerroin liuoksessa, S on liukenemattoman aineen pinta-ala, Cs 
on aineen liukoisuus eli kylläisen liuoksen konsentraatio aineen pinnalla kokeen 
lämpötilassa, C on aineen konsentraatio liuoksessa ajan hetkellä t, ja h on 
diffuusiokerroksen paksuus. Dissoluutio syntyy konsentraatiogradientista 
diffuusiokerroksen eri puolien välillä, joten sen nopeuteen vaikuttavat sekä kerroksen 
paksuus että liuenneen aineen konsentraatio. Jos konsentraatio liuoksessa on alle 20 % 
aineen liukoisuudesta, on kyseessä niin sanottu sink-olosuhde, jolloin liuoksen 
konsentraatio ei vaikuta dissoluutionopeuteen. 
BCS-luokan II lääkeaineilla imeytymistä rajoittaa joko dissoluutio tai liukoisuus (Takano 
ym. 2008). Jos imeytyminen riippuu dissoluutiosta, se on suoraan verrannollinen annokseen 
ja dissoluutiota voidaan nopeuttaa partikkelikokoa pienentämällä. Tällöin lääkeaine on 
sink-olosuhteissa. Jos taas lääkeaineen dissoluutionopeus on paljon permeaationopeutta 
suurempi, mutta lääkeaineen annos-liukoisuus -suhde on todella iso, liukeneminen ja 
kyllästyminen rajoittavat imeytymistä. Tällöin dissoluutionopeuden tai annoksen 
suurentaminen ei paranna imeytymistä. Imeytyvä osuus (Fa, fraction absorbed) on silloin 
epälineaarinen annoksen suhteen. 
 
2.2 Lääkeaineen ja formulaation vaikutus dissoluutioon 
 
2.2.1 Lääkeaineen kemiallisten ominaisuuksien vaikutus dissoluutioon 
 
Lääkeaineen kemialliset ominaisuudet ovat keskeisiä tarkasteltaessa dissoluutiota, sillä 
dissoluutionopeus riippuu suoraan liukoisuudesta yhtälöön 1 perustuen. Kemiallisia 
ominaisuuksia ovat muun muassa molekyylipaino, pKa-arvo, lipofiilisyys, kyky muodostaa 




Useimmat lääkeaineet ovat heikkoja happoja tai emäksiä, jolloin niiden liukoisuus riippuu 
molekyylin pKa-arvosta sekä väliaineen pH:sta. Ionisoitunut muoto on vesiliukoisempi ja 
sen osuus heikolle emäkselle voidaan laskea Henderson-Hasselbalchin yhtälöstä: 
          
                 
                   
           ( ) 
pH vaihtelee paljon ruoansulatuskanavan eri osissa, joten lääkeaineen liukoisuus muuttuu 
merkittävästi, kun se on otettu oraalisesti. Jos aine on heikko happo, se voi liueta vasta 
ohutsuolen korkeammassa pH:ssa, kun taas heikot emäkset liukenevat nopeasti jo mahan 
happamassa ympäristössä. Vastaavasti ohutsuolessa heikkojen emästen liukoisuus pienenee 
ja ne voivat saostua. BCS-luokan II lääkeaineen ionisoitumisella on tärkeä merkitys 
sopivinta dissoluutiomenetelmää valittaessa, sillä on tiedettävä millä muuttujalla on suurin 
vaikutus ko. lääkeaineen liukoisuuteen (Galia ym. 1998). 
Aineen rasvaliukoisuutta eli lipofiilisyyttä kuvaa logP-arvo. Se on oktanoli/vesi-
jakautumiskerroin neutraalille muodolle ja riippuu pH:sta. LogD-arvo on jakautumiskerroin 
tietyssä pH:ssa. Korkea lipofiilisyys heikentää vesiliukoisuutta, mutta voi parantaa 
lääkeaineen imeytymistä. Lipofiilisyyttä pienentävät muun muassa molekyylin polaariset 
alueet sekä kyky muodostaa vetysidoksia vesimolekyylien kanssa. Vesiliukoisuuden 
parantamiseksi voidaan lääkeaineesta valmistaa aihiolääke (Stella ja Nti-Addae 2007). 
Kemiallisia ominaisuuksia arvioitaessa on muistettava, että lääkeaineen on päästävä myös 
imeytymään ohutsuolen seinämän läpi verenkiertoon, joten se ei voi olla liian hydrofiilinen. 
Hyvin imeytyvä ihannelääkeainemolekyyli täyttää kemiallisilta ominaisuuksiltaan 
Lipinskin viiden säännön kriteerit. Molekyylipainon tulisi alle 500 g/mol ja logP-arvon 
enintään 5. Lisäksi molekyylissä saisi olla enintään viisi vetysidosten luovuttajaa (OH- tai 
NH-ryhmää) ja enintään kymmenen vetysidoksen vastaanottajaa (typpi- ja happiatomit). 





2.2.2 Lääkeaineen fysikaalisten ominaisuuksien vaikutus dissoluutioon 
 
Lääkeaineen fysikaalisia ominaisuuksia muokkaamalla pystytään vaikuttamaan sen 
dissoluutioon, toisin kuin liukoisuuteen. Fysikaalisista ominaisuuksista merkittäviä 
dissoluution kannalta ovat lääkeaineen partikkelikoko, kidemuoto sekä kiteisyys- ja 
amorfisuusaste. Näitä voidaan muokata vielä formulointivaiheessa erilaisilla valmistus- ja 
jauhatusmenetelmillä.  
Partikkelikoko on kääntäen verrannollinen aineen pinta-alaan sekä dissoluutionopeuteen 
(Yhtälö 1). Mitä pienempi partikkelikoko on, sitä suurempi on aineen ominaispinta-ala, sitä 
enemmän se voi muodostaa vuorovaikutuksia liuotinmolekyylien kanssa ja sitä nopeammin 
se voi liueta. Tämän vuoksi liukenemista pyritään parantamaan esimerkiksi jauhatuksella 
tai valmistamalla nanopartikkeleita. Toisaalta hyvin pienet partikkelit ovat hyvin energisiä 
ja voivat aggregoitua elimistössä (Amidon ym. 1995). Lisäksi aineen huokoisuus lisää 
pinta-alaa, joka voi olla kosketuksissa liuottimen kanssa. 
Yhdellä kemiallisella aineella voi olla useita polymorfioita eli se voi olla sekä amorfisessa 
että kiteisessä muodossa. Näiden polymorfien liukoisuudet voivat poiketa paljonkin 
toisistaan. Amorfisilla aineilla ei ole järjestäytynyttä kiderakennetta, joten ne ovat 
energeettisempiä kuin täysin kiteiset aineet. Tämän vuoksi ne ovat myös epästabiilimpia ja 
liukenevat nopeammin kuin järjestäytyneet kiteet. Yleisesti voidaan olettaa, että mitä 
stabiilimpi muoto on termodynaamisesti, sitä huonompi on sen liukoisuus ja sitä huonompi 
on myös muodon hyötyosuus (Carino ym. 2006). Näin ei kuitenkaan aina ole, sillä 
esimerkiksi dihydraatin muodostumisnopeudella on vaikutusta dissoluutionopeuteenkin. 
Suolamuodot liukenevat nopeammin, koska ne ovat polaarisempia ja niiden ympärillä 
olevan diffuusiokerroksen pH on liukenemiselle suotuisampi muodostuvien ionien vuoksi. 
Lisäksi solvaateilla voidaan parantaa liukenemisnopeutta, kun taas hydraateilla liukoisuus 





2.2.3 Formulaation merkitys dissoluutioon 
 
Formulaation avulla voidaan säädellä lääkeaineen käyttäytymistä elimistössä. 
Nestemäisissä oraalisissa lääkemuodoissa lääkeaine on jo liuenneessa muodossa, jolloin 
vaikutus saadaan usein nopeammin kuin kiinteillä valmisteilla. Nestemäiset lääkemuodot 
myös pääsevät nopeammin mahanportin kautta ohutsuoleen kuin isot tabletit, joiden on 
hajottava ensin pienemmiksi partikkeleiksi tai odotettava mahan paastovaiheen 
tyhjennysaaltoa. Kiinteät lääkemuodot ovat kuitenkin suositumpia, sillä niitä on helpompi 
käsitellä, pakata, säilyttää ja annostella. 
Lääkevalmisteeseen valittavilla apuaineilla on suuri vaikutus valmisteen käyttäytymiseen 
ruoansulatuskanavassa. Formulaatiolla voidaan pyrkiä parantamaan lääkeaineen 
vapautumista ja liukenemista muun muassa hajoitusaineiden, keraliuottimien tai pH:hon 
vaikuttavien apuaineiden avulla (Perng ym. 2003; Derendorf ym. 2005). Esimerkiksi hyvin 
lipofiilisen itrakonatsolin dissoluutiota on pyritty parantamaan kiinteillä dispersioilla, joissa 
lääkeaine on amorfisessa muodossa ja apuaineet hyvin vesiliukoisia (Miller ym. 2008). 
Pinta-aktiivisten aineiden lisääminen formulaatioon parantaa veteen niukkaliukoisten 
lääkeaineiden dissoluutiota sekä liukoisuutta edistämällä solubilisaatiota ja pienentämällä 
nesteiden pintajännitystä (Perng ym. 2003). Apuaineiden avulla pystytään myös luomaan 
valmisteen ympärille mikroympäristö, jonka pH on otollisempi lääkeaineen liukenemisen 
kannalta (Derendorf ym. 2005). Niukkaliukoinen lääkeaine, kuten ketokonatsoli, voidaan 
myös kompleksoida syklodekstriineihin dissoluution ja hyötyosuuden edistämiseksi (Taneri 
ym. 2010).  
 
2.3 pH mahassa ja ohutsuolessa 
 
2.3.1 Mahan ja ohutsuolen pH paastovaiheessa 
 
Happamuudella on erityisen suuri merkitys heikkojen happojen ja emästen ionisoitumiseen, 




(Jantratid ym. 2008). Yhdisteen pKa-arvosta riippuen pienilläkin yksilöiden välisillä 
vaihteluilla mahan tai ohutsuolen pH:ssa voi olla suuria vaikutuksia lääkeaineen 
ionisoitumiseen, dissoluutioon ja hyväksikäytettävyyteen. Etenkin paastotilassa, kun 
ruoansulatuskanavan nesteet eivät sisällä yhtä paljon pinta-aktiivisia aineita eikä muita 
vesiliukoisuutta edistäviä yhdisteitä, pH on keskeisessä osassa. 
Paastovaiheessa mahan pH on yleensä 1-3, keskimäärin 1,7, mutta siinä voi olla suuria 
yksilöiden välisiä eroja (Dressman ym. 1990; Kalantzi ym. 2006a). Etenkin ikä voi nostaa 
mahan pH:ta, koska mahahapon tuotto heikkenee ihmisten vanhetessa (Russell ym. 1994; 
Dressman ym. 2007). Mahahapon tuotto voi olla vähäistä myös sairauksien vuoksi tai 
lääkkeiden, esimerkiksi H2-reseptorin salpaajien tai protonipumpunestäjien käytön 
seurauksena. Myös eri etnisten ryhmien välillä voi esiintyä eroavuuksia erilaisten geenien 
ja kulttuurien vuoksi. Lisäksi ihmisten mahan pH heittelee paastossa 1-15 minuutin 
sykleissä (Dressman ym. 1990).  
Pohjukaissuolen (duodenum) pH:ssa on myös suurta yksilöiden välistä vaihtelua (Dressman 
ym. 1990; Kalantzi ym. 2006a). Lisäksi sen pH vaihtelee eri osien välillä. Mitä alemmaksi 
ohutsuolessa mennään, sitä korkeampi on pH. Pohjukaissuolen pH on yleisesti vähän 
neutraalia alempana, noin pH:ssa 5,8–6,8, sillä sinne erittyy emäksistä ruoansulatusnestettä  
(Dressman ym. 1990; Kalantzi ym. 2006a). Ohutsuolen pH ei yleensä heittelehdi paastossa 
samalla tavalla kuin mahan, vaan pysyy melko tasaisena. Kalantzin työryhmä (2006a) totesi, 
että ihmisillä, joilla on hyvin matala pH mahassa, on ohutsuolenkin pH matalampi kuin 
niillä, joilla mahan pH on jo lähellä neutraalia. Merkittävää korrelaatiota mahan ja 
pohjukaissuolen pH:iden välillä ei kuitenkaan huomattu Dressmanin työryhmän (1990) 
tutkimuksessa. Suuret yksilöidenväliset vaihtelut ruoansulatuskanavan pH:ssa tekevät in 
vivo -hyväksikäytettävyyden arvioimisesta haasteellista in vitro -dissoluutiolla. Lisäksi 
paastovaiheessa pH-vaihtelut ruoansulatuskanavassa ovat suurempia kuin 
ruoansulatusvaiheessa, mikä niukkaliukoisten heikkojen emästen kohdalla johtaa 




Heikko emäs voi liueta nopeasti ja täysin mahassa riippuen yhdisteen pKa-arvosta ja mahan 
pH:sta. Jos mahan pH on liian korkea, voi heikon emäksen liukeneminen heiketä, plasman 
huippupitoisuus laskea ja hyötyosuus pienentyä (Carlert ym. 2010). Esimerkiksi 
dipyridamoli, joka on niukkaliukoinen emäs (pKa 6,4), ei liukene korkeassa mahan pH:ssa 
(Russell ym. 1994). Tämä johtaa lääkeaineen absorption ja sen nopeuden merkittävään 
pienenemiseen. Samoin ketokonatsolin (pKa 2,9 ja 6,5) hyötyosuuteen on mahan korkealla 
pH:lla suuri vaikutus (Blum ym. 1991). Myös in vitro -kokeissa on huomattu, että mahan 
korkeaa pH:ta simuloiva väliaine pienentää emäksisen lääkeaineen määrää absorboitumista 
simuloivassa astiassa (He ym. 2004; Gu ym. 2005). Myös heikon hapon, esimerkiksi 
glibenklamidin, liukoisuus ja hyötyosuus voivat muuttua mahan pH:n mukaan, jos se on 
korkea esimerkiksi voimakkaan antasidin käytön seurauksena (Neuvonen ja Kivistö 1991; 
He ym. 2004).  
Heikon emäksen liukoisuuteen emäksisemmässä mahassa pystytään kuitenkin 
vaikuttamaan formulaation keinoin muun muassa puskuroiduilla systeemeillä tai 
muuttamalla pH:ta paikallisesti lääkeaineen ympärillä (Derendorf ym. 2005). 
Dipyridamolin biologisen hyötyosuuden, AUC:n ja Tmax:n on raportoitu olleen lähes 
kaksinkertaisia puskuroiduilla depottableteilla verrattuna tavallisiin konventionaalisiin 
tabletteihin, kun koehenkilöillä oli korkea mahan pH (> 4,0). Mahan pH:ta voidaan laskea 
myös ottamalla lääke happaman juoman tai lääkkeen kanssa, jolloin emäksisen lääkeaineen 
liukenemista pystytään parantamaan (Russell ym. 1994; He ym. 2004). Myös muun muassa 
sinnaritsiinin, nelfinaviirin ja ketokonatsolin liukoisuus on pH-riippuvaista, jolloin mahan 
pH:lla on huomattava vaikutus niiden liukenemiseen (Galia ym. 1998; Gu ym. 2005; Shono 
ym. 2011). 
 
2.3.2 Mahan ja ohutsuolen pH ruoansulatusvaiheessa 
 
Ruokailu muuttaa paljon olosuhteita ruoansulatuskanavassa ja muutokset heijastuvat 
suoraan lääkeaineen ionisoitumiseen ja liukenemiseen. Ruokailun aikana mahan pH nousee 




ym. 2006a). Tutkimuksissa keskimääräiseksi pH:ksi on saatu muun muassa 6,4 ja 5,0 
riippuen nautitun ravinnon koostumuksesta ja määrästä. pH laskee kuitenkin takaisin 
paastoarvoon muutamien tuntien aikana, kun ruoan puskurikapasiteetti pienenee ja 
mahahappoa erittyy koko ajan. 
Yksilöiden välinen vaihtelu sekä mahan että pohjukaissuolen pH:ssa on paljon pienempää 
ruoansulatusvaiheessa kuin paastossa (Dressman ym. 1990; Kalantzi ym. 2006a). Kun 
ruokasula etenee ohutsuoleen, pohjukaissuolen pH nousee hetkellisesti paastoarvoa 
korkeammaksi ja puoli tuntia ruokailun jälkeen pH on keskimäärin 6,6. Tästä pH kuitenkin 
laskee tyypillisesti paastoarvoa alhaisemmaksi muutamassa tunnissa ruoan koostumuksesta 
riippuen, sillä myöhemmin ohutsuoleen saapuva ruokasula on yhä happamampaa mahan 
pH:n laskiessa lähemmäs paastoarvoja. Jos ruoassa on paljon proteiineja, jotka ovat 
ravintoaineista parhaita puskureita, pH-muutos tapahtuu hitaammin. Ruokailun aiheuttama 
pH:n lasku havaitaan tyhjäsuolessa (jejunum) asti, mutta pidemmällä ohutsuolessa (ileum) 
pH pysyy melko tasaisena koko ajan ruokailuista riippumatta. 
Ruoansulatusvaiheessa lääkeaineen liukenemisen ja imeytymisen kannalta merkittävämpiä 
ovat muut tekijät, kuten rasvakomponentit, misellit ja nestetilavuus, kuin pH:n muutos 
mahan ja ohutsuolen välillä. Esimerkiksi niukkaliukoisen nelfinaviirin liukoisuuden on 
todettu olevan yhtä suurta mahan ja ohutsuolen ruoansulatusvaiheen nesteitä simuloivissa 
liuoksissa, sillä molemmat sisältävät liukoisuutta parantavia misellejä ja niiden pH:t ovat 
lähellä toisiaan (5,0 ja 5,8) (Jantratid ym. 2008; Shono ym. 2011).  
 
2.4 Ruoansulatuskanavan sisällön koostumus 
 
Fysiologisen tehtävänsä vuoksi ruoansulatuskanavan sisällön koostumus ja ominaisuudet, 
muutkin kuin pH, vaihtelevat ruokailuista, ruoan koostumuksesta ja eritystoiminnasta 
riippuen. Nämä muutokset näkyvät dissoluutionopeudessa. Esimerkiksi väliaineen 
viskositeetti on suoraan verrannollinen diffuusiokerroksen paksuuteen ja liuottimessa 




puskurikapasiteetin on havaittu olevan suurempi ruoan kuin pelkän veden nauttimisen 
jälkeen (Kalantzi ym. 2006a). Vaikka puskurikapasiteetti on sappikomponenttien vuoksi 
pienempi pohjukaissuolessa kuin mahassa, nousee arvo sielläkin ruokailun jälkeen. 
Sappikomponenttien vaikutuksesta myös nesteen pintajännitys on paastovaiheessa 
pienempi ohutsuolessa kuin mahassa, mutta ruoansulatusvaiheessa pintajännitys laskee 
molemmissa osissa. Ruokailu nostaa mahan pepsiinipitoisuuden lähes kaksinkertaiseksi ja 
nostaa viskositeettia.  
Paastossa nesteet sekä mahassa että pohjukaissuolessa ovat pääasiassa hypo-osmoottisia eli 
niiden osmoottinen paine on pienempi kuin plasmassa. Nesteet ruoansulatuskanavassa 
sisältävät siis vähemmän liuenneita molekyylejä ja ioneja. Ruoansulatusvaiheessa neste 
mahassa on iso-osmoottista eli osmoottiselta paineeltaan plasmaa vastaava, ellei 
osmoottinen ruoka itsessään aiheuta osmolaarisuuden nousua. Sitä vastoin ohutsuolessa 
sisältö on ruoansulatusvaiheessa pääasiassa hyperosmoottista, sillä siellä on paljon 
pilkkoutuneita ravintoaineita ja entsyymejä.  
Ruoansulatuskanavassa muodostuu misellejä pinta-aktiivisista aineista eli surfaktanteista, 
joita saadaan ravinnosta tai muodostetaan elimistössä. Surfaktantteja on paljon erityisesti 
ohutsuolessa, jonne ruokailun jälkeen erittyy sappea, jossa on sappikomponentteja, 
fosfolipidejä ja kolesterolia. Nämä surfaktantit parantavat veteen niukkaliukoisten 
lääkeaineiden liukoisuutta myös parantamalla niiden kostumista (Kostewicz ym. 2004; 
Dressman ym. 2007; Clarysse ym. 2009). Ruoansulatuskanavan nesteiden 
solubilisaatiokapasiteetti, eli kyky edistää lääkeaineen liukoisuutta esimerkiksi 
muodostamalla misellejä, muuttuu jatkuvasti ruoansulatusprosessin aikana sekä 
paastovaiheessa (Clarysse ym. 2009). Erityisesti rasvaisen ruoan jälkeen solubilisaatio 
vaihtelee merkittävästi ajan mittaan, mutta myös erot yksilöiden välillä ovat suuria. 
Misellien lisäksi lääkeaine voi solubilisoitua sitoutumalla peptideihin tai ruoan rasvoihin, 
mutta ruoalla voi olla myös negatiivinen vaikutus liukenemiseen, jos lääkeaine muodostaa 




Solubilisaatiolla on suuri merkitys rasvaliukoisten sekä BCS-luokan II ja IV lääkeaineiden 
liukenemiseen, mutta myös lääkeaineen ominaisuudet vaikuttavat siihen kuinka paljon 
ruokailulla on merkitystä liukenemisen paranemiseen (Amidon ym. 1995; Kostewicz ym. 
2004; Dressman ym. 2007; Clarysse ym. 2009). Mitä rasvaliukoisempi lääkeaine on eli 
mitä suurempi on sen logP-arvo, sitä enemmän ruoka ja sen aiheuttamat muutokset 
nesteiden koostumuksessa parantavat solubilisaatiota ja lääkeaineen liukoisuutta (Persson 
ym. 2005). Ruoansulatusvaiheessa solubilisaation tuoma hyöty liukoisuudelle on monesti 
suurempi kuin mahan pH:n nousun aiheuttama haitta, jolloin lääke tulisi ottaa ennemmin 
ruokailun yhteydessä (Galia ym. 1998). Myös happaman tai neutraalin lääkeaineen 
liukoisuus voi olla parempi ruoansulatusvaiheen ohutsuolen nesteitä simuloivassa 
väliaineessa sen solubilisaatiokapasiteetin vuoksi, vaikka pH onkin matalampi verrattuna 
paastovaiheen olosuhteisiin (Nicolaides ym. 1999). Lisäksi ruoan sisältämät rasvat voivat 
sellaisenaankin parantaa lääkeaineen liukoisuutta. Lääkeaineen ja ruoan komponenttien 
väliset hydrofobiset sidokset voivat myös osaltaan edistää liukoisuutta (Wagner ym. 2012). 
Kaikki edellä mainitut kemialliset ja fysikaaliset ominaisuudet sekä niiden muutokset 
ruokailun seurauksena on pyritty ottamaan mahdollisimman tarkasti huomioon myös 
biorelevanttien dissoluutioväliaineiden koostumuksia mietittäessä (Jantratid ym. 2008). 
Biorelevantit otosliuokset ruoansulatusvaiheen eri aikajaksoista sekä mahassa (alku-, keski- 
ja loppuvaiheen FeSSGF) että ohutsuolessa (alku-, keski- ja loppuvaiheen FeSSIF) 
vastaavat tarkimmin nesteiden ominaisuuksia in vivo, kun taas yleisimmin käytetyissä 
yksifaasiliuoksissa on pyritty löytämään keskimääräisesti hyvin in vivo -ominaisuuksien 
kanssa korreloiva koostumus. Paastovaiheessa olosuhteet eivät muutu samalla tavalla kuin 
ruoansulatusvaiheessa, joten paastovaiheen nesteitä simuloimaan riittää vain yksi 
biorelevantti väliaine (FaSSGF ja FaSSIF).  
 
2.5 Tilavuus ruoansulatuskanavassa 
 
Ruoansulatuskanavassa olevien nesteiden koostumuksen lisäksi erityisesti niukkaliukoisen 




Liuottimen tilavuuden ollessa pieni voi konsentraatiogradientti (Cs-C) liuoksessa olla pieni, 
jolloin dissoluution synnyttävä voimakin jää pieneksi (Yhtälö 1). Vastaavasti sink-
olosuhteissa dissoluutionopeus on suurempi.  
Paastotilassa mahassa on vain noin 30–50 ml nestettä, joka koostuu pääasiassa mahan 
erittämistä hapoista, entsyymeistä ja limasta (Jantratid ym. 2008). 
Magneettiresonanssimittauksella mahan paastovaiheen nesteiden keskimääräiseksi 
tilavuudeksi on saatu 45 ml ja ruokailun jälkeen 686 ml (Schiller ym. 2005). Kiinteät 
oraaliset lääkkeet suositellaan yleensä otettavaksi vesilasillisen kanssa, jolloin tilavuuden 
voidaan olettaa olevan paastossakin vähintään 250 ml. Ruokailun jälkeen mahan tilavuus 
riippuu nautitun ruoan määrästä, mutta sen voidaan odottaa olevan vähintään 500 ml, sillä 
mahan koko suurimmillaan on noin 1,5 l.  
Ohutsuolessa neste on jakautunut epätasaisesti pieniin nestetaskuihin, millä on merkitystä 
kiinteiden lääkemuotojen dissoluutiolle (Schiller ym. 2005). Suurta yksilöiden välistä 
vaihtelua esiintyy näissäkin tilavuuksissa, joiden on todettu olevan paastovaiheessa 
keskimäärin 105 ml ja ruoansulatusvaiheessa vielä tätä pienempi, 54 ml. Karkeampien 
arvioiden mukaan paastotilassa ohutsuolessa on nestettä noin 200–500 ml ja ruokailun 
jälkeen noin 1000 ml (Kostewicz ym. 2004; Jantratid ym. 2008). Ruoka ja juoma itsessään 
lisäävät nestetilavuutta, minkä lisäksi ne kiihdyttävät eritystoimintaa ja esimerkiksi 
mahahapon ja sappinesteiden tuotantoa (Horter ja Dressman 2001). Esimerkiksi haima 
tuottaa entsyymipitoista ja emäksistä ruoansulatusnestettä päivittäin 1–2 litraa. Lisäksi 
hyvin osmoottinen suolen sisältö voi aiheuttaa nesteen palautumisen suoleen sen seinämän 
läpi.  
 
2.6 Mahan tyhjenemisnopeus ja motiliteetti ruoansulatuskanavassa 
 
Mahan tyhjenemisnopeudella voi olla suurikin merkitys lääkeaineen dissoluutioon, 
imeytymiseen ja plasmapitoisuuksiin. Mahan tyhjenemisnopeus voi hidastaa hyvin 




BCS-luokan II heikkojen emästen, imeytymistä (Amidon ym. 1995; Dressman ym. 2007). 
Mahan tyhjenemisnopeuteen vaikuttavat muun muassa ikä, sairaudet sekä nautitun ruoan 
määrä ja koostumus. Yleensä ravinto pysyy mahassa viidestä minuutista kahteen tuntiin. 
Esimerkiksi kiinteä, energiapitoinen ja rasvainen ruoka pääsee hitaammin mahasta 
ohutsuoleen kuin pelkkä vesi (Russell ym. 1994). Isot hajoamattomat tabletit pääsevät 
ohutsuoleen vasta paastovaiheen tyhjennysaallon mukana. Lisäksi mahan pH:n on todettu 
vaikuttavan mahan tyhjenemisnopeuteen: mitä korkeampi pH, sitä hitaammin maha 
tyhjenee ja sitä kauemmin voi kestää plasman huippupitoisuuden saavuttaminen (Russell 
ym. 1994). Tämä voi tulla esille esimerkiksi vanhuksilla, sillä iän myötä mahan pH nousee 
ja siten myös sen tyhjenemisnopeus hidastuu. Mahan keskimääräisenä 
tyhjenemisnopeutena paastovaiheessa on pidetty 2,8 h
-1 
ja ruoansulatusvaiheessa 3-5 
kcal/min (Nicolaides ym. 2001; Shono ym. 2011; Wagner ym. 2012). Tutkimuksissa on 
kuitenkin käytetty monenlaisia arvoja välillä 0,5-9,0 ml/min  (Kostewicz ym. 2004; Gu ym. 
2005; Wagner ym. 2012). Läpikulkuaika ohutsuolessa on noin 3-4 tuntia ravinnon 
koostumuksesta riippumatta sekä myös paastovaiheessa (Wagner ym. 2012). Tällä on 
merkitystä muun muassa ohutsuolessa huonosti liukenevien lääkeaineiden tai 
enterotablettien hyötyosuuden kannalta. Läpikulkuajat in vivo eivät kuitenkaan välttämättä 
vastaa suoraan in vitro -dissoluutiokokeiden kestoa esimerkiksi hydrodynaamisista 
olosuhteista johtuen, minkä vuoksi aikaskaalaus on aina pohdittava ennen tulosten 
hyödyntämistä. 
Ruoansulatuskanava on jatkuvassa liikkeessä, kun ruoansulatusnesteitä sekoitetaan 
ruokasulaan ja sisältöä liikutellaan eteenpäin. Kaikenlainen liike, sekoitus ja ravistelu 
pienentää diffuusiokerroksen paksuutta nopeudesta riippuen, jolloin dissoluutionopeus 
kasvaa (Yhtälö 1). Biorelevantteja sekoitusolosuhteita on vaikea jäljitellä tarkasti in vitro, 
mikä saattaa johtaa virheellisiin tuloksiin esimerkiksi ylikylläisen liuoksen muodostumista 
ja saostumista arvioitaessa (Bevernage ym. 2012a). In vitro -dissoluutiokokeissa 
ruoansulatuskanavan hydrodynaamisia olosuhteita pyritään useimmiten jäljittelemään lavan 
tai korin erilaisilla pyörimisnopeuksilla, sekoitusmenetelmillä tai nesteen 




olevan paremmin in vivo -olosuhteita jäljittelevä, kun taas ravistelumenetelmät helposti 
yliarvioivat liukenemista ja saostumista (Carlert ym. 2010). Sekä normaalissa että 
minidissoluutiosysteemissä pieni lavan kierrosnopeus (50 rpm) johtaa helposti lääkeaineen 
kasautumiseen keoksi astian pohjalle, minkä on todettu näkyvän hitaampana 
dissoluutionopeutena (Klein ja Shah 2008). Galia ja Heigoldt työryhmineen ovat kuitenkin 
todenneet, ettei lavan pyörimisnopeudella (50 rpm tai suurempi) ole juurikaan merkitystä 
dissoluutioon tai vapautumisnopeuteen (Galia ym. 1998; Galia ym. 1999; Heigoldt ym. 
2010). Myös kierrosnopeuksilla 50, 75 ja 150 rpm tehdyssä monikomponenttitutkimuksessa 
todettiin, ettei lavan kierrosnopeudella ohutsuolta simuloivassa astiassa ole merkittävää 
vaikutusta konsentraatio-aika -profiiliin (Kostewicz ym. 2004). Ohutsuolessa 
hydrodynaamisia tekijöitä merkittävämpinä muuttujina saostumisen ja dissoluution 








Heikkojen emästen liukoisuus riippuu siis paljon ympäristön pH:sta. Näin ollen vaikka 
heikot emäkset liukenisivat täysin mahan happamissa olosuhteissa, siirtyessään ohutsuolen 
emäksisempään ympäristöön niiden liukoisuus laskee ja ne voivat saostua (Kostewicz ym. 
2004; Carlert ym. 2010; Hsieh ym. 2012). Liukoisuus voi pH:n noustessa romahtaa 
nopeasti, mutta liuenneen lääkeaineen määrä ohutsuolessa voi tilapäisesti olla suurempi 
kuin lääkeaineen liukoisuuden perusteella voidaan olettaa. Tätä kutsutaan 
supersaturoitumiseksi eli ylikyllästymiseksi tai ylikylläisen liuoksen muodostumiseksi 




dissoluutiomenetelmän avulla, mutta sen todennäköisyyttä voidaan ennustaa erilaisilla 
monikomponenttisysteemeillä sekä farmakokineettisten mallinnusohjelmien avulla.  
 
Kuva 1. Heikon emäksen ylikyllästyminen sen siirtyessä mahan pH:sta ohutsuolen pH:hon (Hsieh ym. 
2012) 
 
Ylikylläinen tila on termodynaamisesti epävakaa ja hetkellinen. Se muodostuu vain tietyssä 
vaiheessa olosuhteiden muuttuessa (Psachoulias ym. 2011). Tasapainoliukoisuus on aina 
sama, kun väliaineen ominaisuuksia ei muuteta. Ylikylläinen liuos voi syntyä joko pH:n 
muuttuessa jyrkästi emäksisemmäksi, jolloin heikkojen emästen liukoisuus laskee, tai se 
voidaan aikaansaada formulaation avulla (Brouwers ym. 2009; Bevernage ym. 2010; 
Carlert ym. 2010). Tasapainoliukoisuus mitataan vain yhdelle stabiileimmalle 
kidemuodolle, mutta ruoansulatuskanavassa voi lääkeaineesta muodostua muita kiinteän 
aineen muotoja, jotka voivat saostua herkemmin (Kostewicz ym. 2004; Psachoulias ym. 
2011). Jos taas näillä erilaisilla kiinteän aineen muodoilla, esimerkiksi suoloilla, amorfisilla 
aineilla ja solvaateilla, on suurempi liukoisuus kuin termodynaamisesti stabiileimmalla 
muodolla, ne voivat muodostaa ylikylläisen liuoksen suhteessa stabiileimman muodon 
liukoisuuteen (Carlert ym. 2010; Hsieh ym. 2012).  
Jos lääkeaine pysyy ylikylläisessä tilassa, sen imeytyminen voi olla hyvinkin nopeaa, mutta 
samalla sen termodynaaminen epästabiilius ajaa liuosta asettumaan stabiiliin 




siis ylikylläistä pienempi, joten se voidaan saavuttaa, jos molekyylit joko imeytyvät tai 
saostuvat. Jos ylikylläinen tila saadaan syntymään imeytymispaikalle eli ohutsuoleen, se 
edistää huomattavasti niukkaliukoisen ja hyvin imeytyvän lääkeaineen absorboitumista 
(Bevernage ym. 2012b). Tällöin myös heikkojen emästen absorptionopeus voi olla 
suurempi kuin aineen liukoisuudesta voidaan päätellä (Kostewicz ym. 2004). Lisäksi nopea 
imeytyminen ohutsuolesta laskee liuoksen konsentraatiota ja hidastaa tai estää saostumisen 
kokonaan (Carlert ym. 2010). Vastaavasti huonosti imeytyvällä lääkeaineella riski 
saostumiselle on suurempi, koska konsentraatio ohutsuolessa pysyy korkeana (Wagner ym. 
2012). Saostuminen taas heikentää suoraan passiivista imeytymistä suolistosta sekä 
lääkkeen hyötyosuutta, koska vapaan lääkeaineen määrä pienenee (Dai ym. 2007; 
Bevernage ym. 2012b).  Hyötyosuus riippuu siis saostumis- ja imeytymisnopeuksien 
välisestä suhteesta, mihin vaikuttaa moni tekijä lääkkeen kiteytymistaipumuksesta 
fysiologisiin muuttujiin (Hsieh ym. 2012). 
Saostumista voi tapahtua myös ilman ylikylläisen liuoksen muodostumista (Psachoulias ym. 
2011). Tämä voi myös olla virheellistä tulkintaa, jos lääkeaine on saostunut amorfiseen 
muotoon, jonka liukoisuus on suurempi kuin stabiilin muodon (Hsieh ym. 2012). Kun 
muodostuu amorfista saostumaa, liuos voi pysyä kauan kiteisen muodon suhteen 
ylikylläisenä. Amorfiset muodot kiteytyvät epätodennäköisemmin, ylikylläisyys kestää 
pidempään ja lääkeaineen hyötyosuuskin on suurempi. Kiteisten lisäksi myös amorfiset 
lääkeaineet voivat saostua, mutta yleensä ne liukenevat nopeasti uudelleen (Carlert ym. 
2010). 
Saostumista ohutsuolessa tulee kuitenkin käyttää varoen selityksenä plasmapitoisuuksien 
vaihtelulle, sillä se on harvinaista hyvin imeytyville BCS-luokan II lääkeaineille 
(Psachoulias ym. 2011). Saostumista on vaikea tutkia in vitro -kokeilla, sillä se voi tapahtua 
monessa vaiheessa ja todellisen tasapainoliukoisuuden määrittäminenkin voi olla haastavaa. 
Lisäksi imeytymistä ei yksinkertaisimmissa in vitro -kokeissa ole huomioitu ollenkaan, 




Ylikylläinen liuos voidaan valmistaa in vitro niin sanotulla solvent-shift- tai pH-shift-
menetelmällä, jossa tutkittavaa lääkeainetta liuotetaan keraliuottimeen, esim. DMSO, 
haluttua ylikylläisyysastetta vastaava määrä (Bevernage ym. 2010). Tämän jälkeen 
kantaliuosta sekoitetaan tutkittavaan liuokseen. Keraliuotinta on liuoksessa niin pieni määrä, 
ettei sen pitäisi vaikuttaa lääkeaineen termodynaamiseen liukoisuuteen. 
 
3.2 Ytimenmuodostuminen ja kiteiden kasvu 
 
Saostuminen ilmiönä perustuu ytimenmuodostukseen (nucleation) eli hiukkasten 
kerääntymiseen kiinni toisiinsa sekä näiden kiteiden kasvuun (Lindfors ym. 2008; Sugano 
2009). Nämä molemmat tapahtuvat samaan aikaan, joten prosesseja voi olla vaikea erottaa 
toisistaan.  
Spontaani kiteytyminen ja ytimenmuodostus alkavat, kun liuenneiden molekyylien 
konsentraatio on suurempi kuin kriittinen ylikyllästymiskonsentraatio (Sugano 2009). 
Uuden pinnan muodostaminen vaatii paljon energiaa ja tämä energiakynnys on ylitettävä 
(Hsieh ym. 2012). Klassisen ytimenmuodostusteorian (CNT, classical nucleation theory) 
mukaan kriittiseen ylikyllästymiskonsentraatioon vaikuttaa pääasiassa faasien, kiinteän 
hiukkasen ja sitä ympäröivän liuoksen välinen jännitys (interfacial tension) (Lindfors ym. 
2008; Sugano 2009). Tähän vaikuttaa aineen rakenne, kuten amorfisuus ja huokoisuus. 
Lisäksi ytimenmuodostusnopeus riippuu muun muassa vakaan tilan konsentraatiosta, 
aineen liukoisuudesta, liuoksen konsentraatiosta sekä lämpötilasta. 
Kun liuoksessa olevat molekyylit tai hiukkaset liikkuvat ja törmäilevät toisiinsa, ne 
muodostavat ryppäitä, klustereita (Lindfors ym. 2008; Brouwers ym. 2009). 
Kiteenkasvuteorian (crystal growth theory) mukaan näistä klustereista irtoaa ja niihin 
kiinnittyy jatkuvasti uusia hiukkasia diffuusiovirtauksen sekä pintojen yhdistymisen 
seurauksena. Pienissä klustereissa hiukkasten vapaa energia on suuri ja korkeimman 
energian omaava hiukkaskoko on niin sanottu kriittinen klusterikoko (Kuva 2). Näistä 




ylikylläisessä liuoksessa ja ne ovat stabiileja. Ytimenmuodostusnopeus kuvaa siis kuinka 
paljon näitä kriittisten klusterikoon ytimiä muodostuu tietyssä ajassa ja tietyssä 
tilavuudessa. Ajan kuluessa vanhat ja isot kiteet kasvavat entisestään ja samalla muodostuu 
uusia pieniä klustereita, jolloin muodostuu hyvin polydisperssi systeemi.  
 
Kuva 2. Kaavakuva ylikylläisessä liuoksessa olevien molekyylien energioista (Brouwers ym. 2009) 
 
Saostumisnopeus riippuu muodostuvien kideydinten määrästä (Lindfors ym. 2008; Sugano 
2009). Saostumiseen johtaa myös lääkeaineen halu olla ennemmin matalan energian isoissa 
kiteissä kuin epästabiilissa ylikylläisessä liuoksessa. Lisäksi liuoksessa jo entuudestaan 
olevat partikkelit, kiteet ja epäpuhtaudet voivat toimia alkukiteinä, jotka helpottavat aineen 
kiteytymistä ja nopeuttavat saostumista (Gu ym. 2005). Lääkeaineen 
kiteenkasvunopeudella voi olla merkittäviä vaikutuksia lääkkeen hyötyosuuteen ja 
plasmaprofiiliin (Shono ym. 2011). 
 
3.3 Lääkeannoksen ja ylikylläisyysasteen vaikutus saostumiseen 
 
Lääkeannos vaikuttaa siihen, kuinka ison nestemäärän lääkeaine vaatii liuetakseen 
liukoisuustutkimusten perusteella. On raportoitu, että hyvin imeytyvän emäksen 




saostuminen ohutsuolessa olisi merkittävää (Psachoulias ym. 2011). Jos lääkeaine liukenee 
täysin mahassa ja annos-liukoisuus -suhde on alle 50 l, on saostuminen vähäistä. Suuri 
annos emäksistä lääkeainetta ei välttämättä liukene yhtä hyvin paastovaiheenkaan mahassa 
kuin pienempi annos, jolloin ohutsuoleen voi siirtyä liukenemattomiakin partikkeleita 
(Psachoulias ym. 2011; Shono ym. 2011). Ne toimivat ohutsuolessa ydinkiteinä, jotka 
aikaansaavat saostumista. Liukenemattomien partikkelien määrä onkin verrannollinen 
kiteytymisnopeuden kanssa (Lindfors ym. 2008; Sugano 2009). Tämän vuoksi mitä 
suurempi lääkeaineannos on ja mitä enemmän ohutsuoleen siirtyy alku- tai ydinkiteitä, sitä 
nopeammin saostuminen tapahtuu kiteenkasvuteoriaan perustuen (Shono ym. 2011). 
Psachoulias työryhmineen (2011) on kuitenkin todennut, että otettaessa suurempi annos 
dipyridamolia tai ketokonatsolia, ylikylläinen tila kestää ohutsuolessa pidempään. Lisäksi 
koirien in vivo -dataan perustuen on laskennallisesti todettu, että mitä suurempi annos on, 
sitä suurempi vaikutus ylikylläisyyden kestolla ja saostumisnopeudella on imeytyvään 
lääkeainemäärään (Hsieh ym. 2012). 
Ylikylläisyysaste (DS, degree of supersaturation) kuvaa kuinka suuri pitoisuus liuennutta 
lääkeainetta on tietyssä liuoksessa verrattuna sen tasapainoliukoisuuteen samassa 
väliaineessa (Brouwers ym. 2009; Bevernage ym. 2010). Jos DS on 20, on liuoksen 
konsentraatio 20-kertainen tasapainoliukoisuuteen verrattuna. Kiteytyminen tapahtuu sitä 
nopeammin, mitä suurempi on ylikylläisyysaste (Lindfors ym. 2008; Carlert ym. 2010). 
Suuremmassa konsentraatiossa molekyylit kerääntyvät helpommin klustereihin ja 
muodostavat suuria, stabiileja kiteitä. Tämän perusteella voidaan olettaa, että lääkeaineelle 
on jokin tietty konsentraatioraja-arvo, jossa saostuminen alkaa vaikuttaa imeytymiseen 
(Carlert ym. 2010). Jos imeytymiskinetiikkaa ei huomioida tai sen oletetaan pysyvän 
samana, nopeampi saostuminen johtaa pienempään hyötyosuuteen (Dai ym. 2007).  
Kun ylikylläisyysasteesta piirretään kuvaaja ajan suhteen ja tämän kuvaajan alle jäävä ala 
jaetaan kylläisen liuoksen (DS=1) kuvaajan alle jäävällä alalla, saadaan ylikylläisyystekijä 
(SF, supersaturation factor) tietyllä aikavälillä (Bevernage ym. 2012b). Mitä suurempi SF 
on, sitä stabiilimpi on kyseisen lääkeaineen ylikylläinen liuos tutkitussa väliaineessa. 




ominaisuudet, minkä vuoksi tarkimpia biorelevantteja liuoksia tulisi suosia arvioitaessa 
käyttäytymistä in vivo. Solubilisaation vuoksi SF on heikoille emäksille ohutsuolen 
nesteissä jopa kaksinkertainen verrattuna arvoon mahanesteessä. 
Ylikylläisyysasteen on todettu vaikuttavan kuljetukseen Caco2-solujen lävitse, kun 
saostumista ei tapahdu (Bevernage ym. 2012a). Mitä suurempi DS on, sitä nopeammin 
lääkeaineen voidaan olettaa imeytyvän suolistosta, jos liuoksen saostuminen on saatu 
estettyä. Imeytyminen on tällaisessa tilanteessa ainoa keino saavuttaa tasapainoliukoisuus, 
joten diffuusioon perustuen on loogista, että suurempi lähtökonsentraatio työntää 
lääkeainetta nopeammin epiteelin lävitse plasman sink-olosuhteisiin (Amidon ym. 1995). 
Jos saostumista pääsee tapahtumaan, mikä on todennäköistä in vivo, saostumis- ja 
imeytymiskinetiikan tasapaino vaikuttaa lopulliseen hyväksikäytettävyyteen (Bevernage 
ym. 2012a). Kun ylikylläinen liuos pääsee saostumaan, alkuperäinen ylikylläisyysaste 
korreloi kuljetusnopeuden kanssa vain tiettyyn pisteeseen asti. 
 
3.4 Ruokailun vaikutus saostumiseen 
 
Koska ruokailulla on huomattavia vaikutuksia ruoansulatuskanavan nesteiden 
koostumukseen ja määrään, on sillä merkitystä myös saostumisen kannalta. 
Ruoansulatusvaiheessa misellit solubilisoivat liukoisuutta, pH on matalampi ja 
nestetilavuus suurempi (Kostewicz ym. 2004). Tämän vuoksi Kostewiczin työryhmän 
tutkimuksessa saostumista tapahtui dipyridamolille, niukkaliukoiselle heikolle emäkselle, 
vain ohutsuolen paasto-olosuhteissa eikä ollenkaan ruoansulatusvaiheen nestettä 
simuloivassa väliaineessa. Ruoalla tai ruoansulatusvaiheen nesteitä simuloivilla väliaineilla 
on muissakin tutkimuksissa todettu olevan merkittävä positiivinen vaikutus 
hyväksikäytettävyyteen ja saostumisen ehkäisemiseen (Dai ym. 2007; Shono ym. 2011; 
Wagner ym. 2012). Kun partikkelit ovat misellien sisällä, liuoksen vapaan lääkeaineen 
konsentraatio on pienempi ja kiteytymisnopeuskin laskee (Carlert ym. 2010). On raportoitu, 




misellikonsentraatio on 5-10 mM (Psachoulias ym. 2011). Jos solubilisoivia misellejä on 
tätä vähemmän, saostuminen on todennäköistä.  
Väliaineella sekä sen koostumuksella ja ominaisuuksilla näyttääkin olevan suurin vaikutus 
saostumiseen in vitro. Tämän vuoksi ruokailun ajoittaminen lääkkeenoton yhteyteen voi 
kokonaan ehkäistä saostumisen myös in vivo. Liukoisuus mahan ja ohutsuolen 
ruoansulatusvaiheen nesteitä simuloiviin väliaineisiinkin voi olla lähes sama, jolloin 
saostuminen on epätodennäköistä (Wagner ym. 2012). Jos formulaatio itsessään ei sisällä 
solubilisoivia apuaineita, on ruokailulla suurempi positiivinen vaikutus liukenemiseen kuin 
valmisteisiin, joissa jo apuaineetkin parantavat vesiliukoisuutta fysiologisten surfaktanttien 
lisäksi (Dai ym. 2007). Yleisesti ottaen ruoansulatusvaihe on vakaampi eikä olosuhteiden 
muutoksilla, esimerkiksi tilavuudella tai liukoisuudella mahassa, ole yhtä suuria seurauksia 
kuin paastovaiheessa (Shono ym. 2011). Farmakokineettisen mallinnusohjelman perusteella 
vain imeytymisen muuttuminen vaikuttaa merkittävästi hyötyosuuteen 
ruoansulatusvaiheessa.  
 
3.5 Mahan tyhjenemisnopeuden vaikutus saostumiseen 
 
Mahan tyhjenemisnopeuden vaikutusta ylikylläisen liuoksen muodostumiseen ja 
lääkeaineen saostumiseen ohutsuolessa on tutkittu monissa kokeissa. Useissa kokeissa on 
käytetty malliaineena dipyridamolia, jonka liukoisuus on pH-riippuvaista, mikä helpottaa 
tulosten vertailua (Russell ym. 1994; Kostewicz ym. 2004; Gu ym. 2005).    
Kostewiczin työryhmän (2004) monikomponenttisysteemillä tehdyssä tutkimuksessa 
mahan sisältöä simuloivan nesteen pumppausnopeuksilla (0,5-9 ml/min) ei ollut selkeää 
vaikutusta dipyridamolin maksimikonsentraatioon paastovaiheen ohutsuolta simuloivissa 
olosuhteissa, vaikka pienimmällä pumppausnopeudella saavutettiinkin pienin konsentraatio. 
Tämä on kuitenkin riippuvaista tutkittavasta molekyylistä. Kun saostuminen alkoi, 
tasapainoliukoisuus saavutettiin nopeammin suurimmilla pumppausnopeuksilla, toisin 




korkeampi konsentraatio tai ylikyllästymisaste ei selittänyt nopeampaa saostumista 
nopeammilla pumppausnopeuksilla, ilmiön taustalla pääteltiin olevan kiteenkasvuteoria. 
Suuremmilla nopeuksilla muodostuvien ydinkiteiden määrä ja siten myös kiteiden pinta-ala 
on usein suurempi, mikä edistää saostumista. Sugano taas esitti ilmiön laskennallisesti 
klassisen nukleaatioteorian perusteella (Sugano 2009). Simulaation mukaan 
partikkelimäärä on suurempi ja partikkelien koko pienempi suuremmilla mahan 
tyhjenemisnopeuksilla. Tämän lisäksi kiteytymisprosessin raportoitiin olevan 
heterogeeninen eli kiteytyminen tapahtuu muiden partikkelien ympärille, ja sen taustalla 
voi olla sappihappojen muodostamien misellien vaikutus. Vaikkei ohutsuolen konsentraatio 
ollutkaan suoraan verrannollinen mahan tyhjenemisnopeuteen, mahan suuremman 
tyhjenemisnopeuden todettiin olevan taipuvainen synnyttämään korkeamman pitoisuuden 
ohutsuoleen, jolloin pitoisuus myös romahtaa nopeasti (Kostewicz ym. 2004). Arnoldin 
työryhmä (2011) on todennut, että suuremmalla siirtonopeudella dipyridamolin 
kiteytyminen alkaa nopeammin, partikkeleita muodostuu vähemmän, ne ovat suurempia ja 
kokojakaumaltaan tasaisempia kuin pienemmillä siirtonopeuksilla. Matemaattisen mallin 
mukaan kiteytymisprosessi tapahtuu samalla tavalla nopeudesta riippumatta. 
Gun työryhmä (2005) tarkasteli in vitro -tutkimuksessaan kahta erilaista mahan 
tyhjenemisnopeutta (60 min ja 90 min). Tällaisella erolla mahan tyhjenemisnopeudessa ei 
näyttänyt olevan merkittävää vaikutusta dipyridamolin määrään absorboitumista 
simuloivassa astiassa. Lisäksi dipyridamolilla tehdyssä in vivo -tutkimuksessa raportoitiin, 
ettei mahan pH:lla tai tyhjenemisnopeudella ole tilastollisesti merkittävää vaikutusta AUC-
arvoihin (Russell ym. 1994; Gu ym. 2005). Tämän kanssa korreloi koirien in vivo -dataan 
perustuva mallinnus, jonka mukaan dipyridamolin saostumisnopeudella on merkitystä 
absorboituvaan lääkeainemäärään vain suurilla annoksilla (Hsieh ym. 2012). 
Samansuuntaisiin tuloksiin päästiin myös, kun saostumista tutkittiin farmakokineettisen 
mallinnusohjelman avulla malliaineena nelfinaviiri (Shono ym. 2011). Tässä tutkimuksessa 
raportoitiin, että mahan tyhjenemisnopeus on verrannollinen lääkeainepitoisuuteen 




Myös Wagnerin työryhmän (2012) mukaan saavutettu tasaantumisvaihe eli plateau-
konsentraatio oli sama riippumatta siirtonopeudesta, vaikka suuremmilla nopeuksilla 
saostuminen alkoi vasta suuremmilla konsentraatioilla. Toisin sanoen saostumiseen 
vaadittava rajakonsentraatio (threshold concentration) oli riippuvainen siirtonopeudesta. 
Kun lääkeaine liukenee nopeasti ja täydellisesti mahassa, voidaan saostumisen taustalla 
olettaa olevan ensimmäisen asteen saostumiskinetiikka ennemmin kuin kiteenkasvuteoria. 
Jos saostumisnopeus on paljon suurempi kuin mahan tyhjenemisnopeus, saostuminen 
tapahtuu saman tien ohutsuolessa. Tällöin saostuminen riippuu siis vain lääkeaineen 
liukoisuudesta ohutsuolessa, kuten myös ylikylläisyyden kesto, eikä mahan 
tyhjenemisnopeudella ole suurta merkitystä. 
 
3.6 Motiliteetin ja hydrodynamiikan vaikutus saostumiseen 
 
Mahan tyhjenemisnopeuden lisäksi on tutkittu ohutsuolen hydrodynaamisten olosuhteiden 
vaikutusta saostumiseen. Sekoittaminen heikentää faasien välistä jännitystä ja voi lisätä 
heterogeenistä kiteiden muodostumista sekä saostumisnopeutta (Carlert ym. 2010). Kun 
verrataan erilaisia sekoitusmenetelmiä toisiinsa, nopeasti pyörivä lapa (sekoitusmalli) voi 
aiheuttaa liiankin suuren voiman ja yliarvioida hydrodynaamisten olosuhteiden vaikutusta 
kiteytymiseen verrattuna ravistelumalliin, joka muistuttaa paremmin olosuhteita 
paastovaiheen ohutsuolessa. Kun esimerkiksi loviriden ylikylläisiä liuoksia tutkittiin 
ravistelumenetelmällä, ei spontaania saostumista tapahtunut ollenkaan, kun taas pyörimistä 
käyttävässä menetelmässä saostumista oli esiintynyt (Bevernage ym. 2012a). Ravisteltaessa 
liuokseen ei muodostunut ollenkaan kideytimiä eikä saostuminenkaan alkanut. Sopivimpien 
koeolosuhteiden ja sekoitusmenetelmän valitsemisella voi olla ratkaiseva vaikutus 
molekyylien käyttäytymiseen, mutta ilman tarkempaa biorelevanttia menetelmää ja in vivo 
-dataa on vaikea yksiselitteisesti sanoa, kumpi menetelmistä on parempi in vitro - in vivo -
korrelaation kannalta.  
In vitro -dissoluutiokokeessa hydrodynaamisiin olosuhteisiin voidaan vaikuttaa myös lavan 




kokeen ohutsuolta simuloivassa astiassa, ei konsentraatio muuttunut merkittävästi eli 
hydrodynaamisilla olosuhteilla ei näyttänyt olevan yhtä suurta vaikutusta saostumiseen 
kuin muilla olosuhdemuutoksilla (Kostewicz ym. 2004). Vaikka saostuminen riippuisikin 
ohutsuolen pH:sta ja mahan tyhjenemisnopeudesta, merkittäviä muuttujia lopullisen 
hyötyosuuden kannalta ovat liukoisuus mahanesteeseen, imeytyminen ohutsuolesta sekä 
ohutsuolen pinta-alan ja tilavuuden suhde (Shono ym. 2011). Kvantitatiivisen tuloksen 
saamiseksi in vitro -malli tulisi yhdistää mallinnusohjelmaan ja laskennalliseen tietoon 
permeaationopeudesta (Kostewicz ym. 2004). 
 
3.7 Formulaation merkitys ylikylläisyydelle ja saostumiselle 
 
Kun halutaan parantaa lipofiilisen lääkeaineen, jonka liukoisuus riippuu pH:sta ja jonka 
dissoluutio rajoittaa hyväksikäytettävyyttä, absorptiota ylikylläisen liuoksen avulla, voidaan 
formuloinnilla pyrkiä kahteen erilaiseen profiiliin (Miller ym. 2008). Apuaineilla, kuten 
polymeereillä, surfaktanteilla ja syklodekstriineillä, voidaan koettaa synnyttää mahaan 
korkean ylikylläisyysasteen liuos ja stabiloida sitä ohutsuolessa estämällä tai hidastamalla 
saostumista. Supersaturoituvilla lääkevalmisteilla (SDDSs, supersaturating drug delivery 
systems) pyritäänkin pidentämään ylikylläisyyden kestoa tarpeeksi kauan, jotta siitä on 
hyötyä absorboitumisen ja hyväksikäytettävyyden kannalta. Toinen vaihtoehto on 
kohdentaa lääkeaineen vapautuminen tiettyyn kohtaan ruoansulatuskanavaa pH:sta riippuen 
eli valmistaa enterotabletti, joka vapauttaa lääkeaineen vasta sen imeytymispaikassa 
ohutsuolessa ja muodostaa sinne ylikylläisen liuoksen. 
Lääkeaineen liukoisuuden parantamiseksi voidaan sen partikkelikokoa pienentää. Pienillä 
partikkeleilla on kuitenkin paljon suurempi energia ja ne muodostavat helposti 
aggregaatteja kiinnittymällä toisiinsa. Näin ollen tällaiset liuokset ovat epästabiileja ja 
saostuvat helposti. Lääkevalmisteissa esimerkiksi nanopartikkeleita on pyritty stabiloimaan 
polymeerien ja pinta-aktiivisten aineiden avulla (Lindfors ym. 2008). Tämän vaikutuksen 
on todettu perustuvan polymeerien kykyyn muodostaa vuorovaikutuksia molekyylien 




hidastuvat steerisen esteen ja heikentyneen diffuusion vuoksi. 
Ytimenmuodostumisnopeuteen ne eivät vaikuta, sillä interaktio polymeerin ja partikkelien 
välille muodostuu vasta, kun partikkelin koko on suurempi kuin polymeerin hitausssäde 
(radius of gyration). Surfaktantit taas solubilisoivat liuoksia muodostamalla misellejä (Dai 
ym. 2007). 
In vitro -kokeissa saostumista ehkäisevän apuaineen ja formulaation vaikutus helposti 
yliarvioidaan, jos koeasetelmassa ei ole huomioitu aineen imeytymistä (Bevernage ym. 
2012a). Jos dissoluutiokoe ei mahdollista lääkeaineen poistumista esimerkiksi toiseen 
astiaan tai solukalvon toiselle puolelle, se saostuu todennäköisemmin. Tällaisessa kokeessa 
myös inhibition vaikutus tulee selkeämmin esille kuin paremmin in vivo -käyttäytymistä 
simuloivassa tilanteessa, jossa osa lääkeaineesta voi imeytyä saostumisen sijasta. Kun 
tutkitaan stabiloivien formulaatioiden tuomaa hyötyä hyväksikäytettävyyteen, on 
imeytymisen huomioonottaminen ensiarvoisen tärkeää (Bevernage ym. 2012a). 
 
3.8 Lääkeaineen uudelleenliukeneminen ohutsuolessa 
 
Vaikka lääkeaine saostuisi saavuttuaan ohutsuoleen, on mahdollista, että se uudelleen 
liukenee ja imeytyy myöhemmin ohutsuolessa. Tällainen farmakokinetiikka voidaan nähdä 
kaksipiikkisenä plasmakonsentraatiokuvaajana tai pitkittyneenä häntänä, kuten 
dipyridamolilla (Russell ym. 1994; Kostewicz ym. 2004). Annoksen suhteen saturoituvaa 
kinetiikkaa, joka johtuisi vain lääkeaineen saostumisesta, on kuitenkin hankala osoittaa, 
sillä plasmakonsentraatioihin vaikuttavat myös ensikierron metabolia suolen seinämässä 
sekä maksassa (Amidon ym. 1995). 
Uudelleenliukenemiseen vaikuttavat samat tekijät kuin dissoluutioon yleensäkin eli 
esimerkiksi pieni kidekoko ja suuri efektiivinen pinta-ala nopeuttavat liukenemista (Yhtälö 
1).  Lisäksi saostuneen lääkeaineen morfologialla voi olla vaikutusta siihen, kuinka se 
uudelleen liukenee (Dai ym. 2007). Saostumisen todellisia vaikutuksia hyötyosuuteen in 




Uudelleenliukenemista voidaan laskennallisesti arvioida klassisen nukleaatioteorian 
perusteella (Sugano 2009). Sen avulla pystytään arvioimaan muodostuvien saostuvien 
partikkelien määrä ja koko, jotka vaikuttavat suoraan liukenemiseen myöhemmässä 
vaiheessa. Simulointi tosin yliarvioi saostumisen, sillä ohutsuolessa lääkeainekonsentraatio 
ei ole tasainen ja saostumista tapahtuu pääasiassa kohdassa, jonne ruokasula saapuu ja 
konsentraatio on korkeimmillaan.  
 
 




Dissoluutiota, liukenemista ja saostumista halutaan tutkia monessa lääkekehityskaaren 
vaiheessa. Niitä voidaan soveltaa aivan uuden lääkeainemolekyylin ominaisuuksia 
selvitettäessä ja päätettäessä onko lääkeainemolekyylissä fysikokemiallisilta 
ominaisuuksiltaan potentiaalia jatkokehitykseen. Dissoluutiokokeita tehdään selvitettäessä 
esimerkiksi lääkeaineen erilaisten kidemuotojen, partikkelikoon ja jauhatusparametrien 
vaikutusta liukenemisnopeuteen. Niitä voidaan hyödyntää erilaisten apuaineiden 
vaikutuksia sekä formulaatioiden ja valmistusmenetelmien merkitystä tutkittaessa. 
Dissoluution testaaminen on osa laadunvarmistusta, jossa tutkitaan täyttääkö valmiste ja 
erät niille asetetut spesifikaatiot. Euroopan farmakopeassa on esitetty erilliset 
dissoluutiomenetelmät kiinteille lääkemuodoille, transdermaalisille laastareille, 
lääkinnällisille purukumeille sekä lipofiilisille kiinteille lääkemuodoille (European 
pharmacopoeia 2007). Lääkemuotomonografioiden mukaan lääkeaineen vapautumisen 
osoittamiseksi voidaan kuitenkin valita mikä tahansa tähän tarkoitukseen soveltuva 
menetelmä. In vitro -dissoluutiokokeilla voidaan tutkia lääkeaineen tai -valmisteen 
käyttäytymistä elimistössä ja korvata niillä kalliita bioekvivalenssikokeita  (EMA 2010). 




uudelleenliukenemista sekä mahdollista epälineaarista imeytymistä arvioivia menetelmiä 
(Kostewicz ym. 2004; Takano ym. 2008). 
In vitro -dissoluutiokoetta suunniteltaessa on tiedettävä, mitä kyseisellä kokeella tarkalleen 
halutaan tutkia ja mitkä tekijät ovat tärkeitä tässä näkökulmassa. On huomioitava resurssit 
eli käytettävissä oleva lääkeainemäärä, laitteet ja aika, sekä mistä ollaan tarvittaessa 
valmiita tinkimään. Herkkyys olosuhteiden muutoksille riippuu menetelmästä ja 
käytettävästä lääkeaineesta. Ylikylläisen liuoksen muodostumisen ja saostumisen 
arvioiminen in vitro -kokeella on haastavaa, sillä niihin vaikuttavat sekä lääkeaineen 
ominaisuudet että ihmisen fysiologia ja ruokailut (Kostewicz ym. 2004; Bevernage ym. 
2010; Hsieh ym. 2012).  
Ruoansulatuskanavan fysiologisten nesteiden koostumuksia simuloimaan on kehitetty 
biorelevantteja väliaineita, jotka simuloivat nesteitä mahassa ja ohutsuolessa paasto- ja 
ruoansulatusvaiheissa (Galia ym. 1998; Vertzoni ym. 2005; Jantratid ym. 2008). Mitä 
paremmin dissoluutiokokeessa käytetyt väliaineet vastaavat pH:ltaan, 
puskurikapasiteetiltaan, osmolaalisuudeltaan, sappisuolapitoisuudeltaan ja 
pintajännitykseltään nesteitä mahassa ja ohutsuolessa, sitä paremmin in vitro -liukoisuuden 
perusteella voidaan arvioida lääkeaineen käyttäytymistä elimistössä (Galia ym. 1998; 
Jantratid ym. 2008; Shono ym. 2011). Erityisesti BCS-luokan II lääkeaineet ovat herkkiä 
väliaineen koostumukselle ja vaativat tarkat olosuhteet, jotta niiden käyttäytymistä in vivo 
voidaan arvioida (Amidon ym. 1995; Galia ym. 1998). BCS-luokan I lääkeaineet taas 
liukenevat nopeasti lähes kaikkiin mietoihin vesiliuoksiin, joten niiden tutkimiseen voidaan 
kalliimpien biorelevanttien väliaineiden sijasta käyttää yksikertaisempia liuoksia. 
Biorelevantit väliaineet vähentävät tarvetta ihmisiltä aspiroitaville ruoansulatuskanavan 
nesteille, joiden kerääminen on vaativaa ja kallista jokapäiväisessä tutkimustyössä 
käytettäväksi (Bevernage ym. 2012b).  
Biorelevantteja in vitro -dissoluutiokokeita, joista useimmiten saadaan vain kvalitatiivista 
tietoa, voidaan täydentää farmakokineettisillä mallinnusohjelmilla (Wagner ym. 2012). 




ohjelman avulla fysiologisiin parametreihin, kuten imeytymiseen, jakautumiseen ja 
metaboliaan, jolloin saadaan kvantitatiivista tietoa lääkkeen käyttäytymisestä. Tämän 
ansiosta dissoluutiokoe voi olla yksinkertaisempi, mutta yhdessä fysiologiaan perustuvan 
farmakokineettisen mallin (PBPK, physiologically based pharmacokinetic model) kanssa 
ne ovat monipuolisia työkaluja jokapäiväiseen tutkimustyöhön. 
 
4.2  Biorelevantit väliaineet 
 
4.2.1 Mahanestettä simuloivat väliaineet  
 
Maha on ensisijainen liukenemispaikka heikoille emäksille, joten mahanesteen 
koostumuksen tunteminen ja sen huolellinen simuloiminen on keskeistä (Vertzoni ym. 
2005). Neutraalille lääkeaineelle ei mahan olosuhteilla ole paljoakaan merkitystä, sillä 
niiden pääasiallinen liukeneminen tapahtuu myöhemmin ruoansulatuskanavassa. 
Ensimmäinen mahan paasto-olosuhteita jäljittelevä neste oli USP:n simuloitu mahaneste 
(SGF, simulated gastric fluid) (Jantratid ym. 2008). Nesteen pH on noin 1,2 ja se sisältää 
natriumkloridin ja suolahapon lisäksi pepsiiniä, mutta tutkimuksissa sitä on käytetty myös 
ilman tätä entsyymiä (SGFsp) (Galia ym. 1998; Jantratid ym. 2008; USP 2012) (Taulukko 
1). Euroopan farmakopean keinotekoinen mahaneste (artificial gastric juice) sisältää samoja 
aineita (European pharmacopoeia 2007). 
SGF ei sisällä mitään pinta-aktiivisia aineita, joten sen pintajännitystä on pyritty 
pienentämään lähemmäs fysiologisia olosuhteita lisäämällä siihen natriumlauryylisulfaattia 
(SGFSLS) tai 0,1 % Triton X 100 -surfaktanttia eli oktyylifenoli etoksylaattia (SGFTriton) 
(Dressman ym. 1998; Galia ym. 1999). Pintajännityksen pienentämisellä edistetään 
lääkeaineen kostumista ja siten nopeutetaan dissoluutiota (Galia ym. 1999). Vertzoni 
työryhmineen (2005; 2007) on sittemmin todennut, että nämä liuokset yliarvioivat 
heikkojen emästen liukoisuutta verrattuna myöhemmin kehitettyyn biorelevanttiin 




gastric fluid). Myös Bevernage työryhmineen (2012b) on raportoinut SGF:n yliarvioivan 
heikkojen emästen ylikylläisyyskerrointa verrattuna FaSSGF:ään ja 
humaanimahanesteeseen (HGF, human gastric fluid). FaSSGF:n pH on lähempänä 
todellista arvoa mahassa ja se sisältää fysiologisen konsentraation vain fysiologisia pinta-
aktiivisia aineita, jolloin väliaineella ei pitäisi olla yllättäviä vaikutuksia lääke- tai 
apuaineisiin ja in vitro -liukoisuustulokset vastaavat paremmin plasmaprofiilia in vivo 
(Taulukko 1) (Vertzoni ym. 2005). Toisaalta on tutkittu, ettei FaSSGF-liuos ole 
merkittävästi parempi ennustamaan heikkojen emästen liukoisuutta HGF:ssa kuin HCl pH 
1,6 (Vertzoni ym. 2007). Yhdistämällä dataa molemmista liuoksista voidaan saada hyvä 
arvio liukoisuudelle, vaikka huonosti kostuvan lääkeaineen dissoluutionopeuteen pinta-
aktiivisilla aineilla voikin olla enemmän merkitystä.  
 
Taulukko 1.  SGF, SGFSLS, SGFTriton ja FaSSGF-liuosten koostumukset (Vertzoni ym. 2005; USP 2012) 
 SGF SGFSLS SGFTriton FaSSGF 
pH noin 1,2 1,2 1,2 1,6 
Osmolaalisuus (mOsm kg-1) - 180,5 ± 3,6 157,7 ± 2,9 120,7 ± 2,5 
Pintajännitys (nM/m) - 33,7 34,2 42,6 
     
Natriumlauryylisulfaatti (%, w/v) - 0,25 - - 
Triton X100 (Oktyylifenoli 
etoksylaatti) (%, w/v) 
- - 0,1 - 
Pepsiini (mg/ml) 3,2 (3,2 g/l) - - 0,1 
Natriumtaurokolaatti (µM) - - - 80 
Lesitiini (µM) - - - 20 
Natriumkloridi NaCl (mM) 34,2 (2,0 g/l) 34,2 34,2 34,2 
Vetykloridihappo HCl 7,0 ml/l qs pH 1,2 qs pH 1,2 qs pH 1,6 
 
Mahan ruoansulatusvaihetta simuloivissa dissoluutiokokeissa on käytetty väliaineena 
maitoa, koska se sisältää proteiineja ja lipidejä sekä muistuttaa 
bioekvivalenssitutkimuksissa käytetyn standardiaterian koostumusta (Galia ym. 1998; 
Nicolaides ym. 1999; Jantratid ym. 2008). Maidon lipidit ja korkea pH (6,5) saattavat 
kuitenkin johtaa ainakin heikkojen happojen liukoisuuden yliarvioimiseen ja hidastaa 
lääkevalmisteiden hajoamista, jos sitä käytetään sellaisenaan. Lisäksi laatu voi vaihdella 




Mahan sisällön koostumus ja pH muuttuvat jatkuvasti ruoansulatusprosessin aikana, joten 
tarkkoja in vivo -nesteitä simuloimaan tarvitaan useita erilaisia biorelevantteja liuoksia  
(Jantratid ym. 2008). Jantratidin työryhmä valmisti in vivo -dataan perustuen kolme 
erilaista otosliuosta kuvaamaan ruoansulatuksen alku- (ensimmäiset 75 minuuttia), keski- 
(75–165 minuuttia) ja loppuvaihetta mahassa. Keskivaiheen liuosta on sittemmin käytetty 
yleisesti ruoansulatusvaiheen mahanestettä simuloivana väliaineena (FeSSGF, fed state 
simulated gastric fluid). Liuosten koostumuksia (Taulukossa 2) laadittaessa otettiin 
huomioon ruoan määrän pieneneminen ajan mittaan mahan tyhjenemisen ja mahahapon 
erityksen jatkumisen vuoksi. Puskuria lisättiin halutun puskurikapasiteetin ja pH:n 
ylläpitämiseksi, sillä puskurikapasiteetti on tärkeä ionisoituvien lääke- ja apuaineiden sekä 
entsyymiaktiivisuuden kannalta. Osmolaalisuudella ja ionivahvuudella voidaan myös 
vaikuttaa lääkeaineen vapautumiseen, joten fysiologiset osmolaalisuudet kussakin 
vaiheessa aikaansaatiin natriumkloridin avulla. Proteiinipitoisuuden lasku huomioitiin 
maitoa laimentamalla, mutta pepsiiniä liuoksiin ei lisätty, sillä se aiheuttaisi nesteen 
fysikaalisten ja kemiallisten ominaisuuksien muuttumista dissoluutiokokeen aikana. 
Liuoksissa mukana olevan maidon on todettu parantavan myös lipofiilisten lääkeaineiden 
liukoisuutta solubilisaation sekä hydrofobisten sidosten kautta, mutta toisaalta se voi 
hidastaa dissoluutiota (Wagner ym. 2012). 
 
 Taulukko 2. Ruoansulatuksen alku-, keski- ja loppuvaiheen mahanestettä simuloivien väliaineiden 
koostumukset  (Jantratid ym. 2008) 
 Alkuvaihe Keskivaihe 
(FeSSGF) 
Loppuvaihe 
pH 6,4 5 3 
Osmolaalisuus (mOsm kg-1) 559 400 300 
Puskurikapasiteetti (mmol l-1 ΔpH-1) 21,33 25 25 
    
Natriumkloridi NaCl (mM) 148 237,02 122,6 
Etikkahappo CH3COOH (mM) - 17,12 - 
Natriumasetaatti (mM) - 29,75 - 
Ortofosforihappo (mM) - - 5,5 
Natriumdivetyfosfaatti NaH2PO4 (mM) - - 32 
Maito/puskuri 1:0 1:1 1:3 




Jos tutkimuksessa käytetään sekä paasto- että ruoansulatusvaiheen mahanestettä 
simuloimaan SGFfast-liuosta (pH 2), jättää se huomioimatta, että osa lääkeaineesta voi jäädä 
liukenematta korkeammassa mahan pH:ssa ruoansulatusvaiheessa (Kostewicz ym. 2004). 
Tällainen in vitro -koe voi siten yliarvioida lääkkeen hyötyosuutta ruoansulatusvaiheessa 
tai henkilöillä, joilla on korkeampi mahan pH paastotilassa, vaikka ohutsuolen nesteitä 
simuloimaan käytettäisiinkin esimerkiksi FeSSIF-liuosta. 
 
4.2.2 Ohutsuolen nesteitä simuloivat väliaineet 
 
Myös ohutsuolen nesteitä simuloivista synteettisistä väliaineista ensimmäinen oli USP:n 
simuloitu ohutsuolineste (SIF, simulated intestinal fluid) (Jantratid ym. 2008). USP:n 
ohjetta nesteen koostumuksesta ja pH:sta on muutettu aikojen saatossa, kun fysiologisista 
olosuhteista on saatu enemmän tietoa. Sekä USP:n että Euroopan farmakopean SIF-liuos 
koostuu kaliumfosfaatista, natriumhydroksidista sekä pankreatiinista ja sen pH säädetään 
arvoon 6,8  (European pharmacopoeia 2007; USP 2012). Liuosta on käytetty myös ilman 
pankreatiinia (Galia ym. 1998; Nicolaides ym. 1999).  
Koska proksimaalisen ohutsuolen nesteiden koostumus vaihtelee huomattavasti paasto- ja 
ruoansulatusvaiheiden välillä, on sittemmin kehitetty erilliset paastovaihetta (FaSSIF, 
fasted state simulated intestinal fluid) ja ruoansulatusvaihetta (FeSSIF, fed state simulated 
intestinal fluid) vastaavat väliaineet (Galia ym. 1998). Näissä on huomioitu pH:n lisäksi 
muun muassa sappisuolapitoisuudet ja osmolaalisuus (Taulukko 3 ja 4). Myöhemmin 
FaSSIF:n koostumusta on paranneltu muistuttamaan paremmin koostumusta in vivo 
pääasiassa laskemalla lesitiinin määrää sekä muuttamalla käytettyä puskuria ja 
osmolaalisuutta, FaSSIF-V2 (Taulukko 3) (Jantratid ym. 2008). Lesitiini ja sappisuolat, 
joita liuoksessa vastaa natriumtaurokolaatti, ovat tärkeimpiä komponentteja ohutsuolen 
nesteitä simuloivissa väliaineissa, koska niiden muodostamilla miselleillä on merkittävä 




Taulukko 3. FaSSIF- ja FaSSIF-V2-liuosten koostumukset (Galia ym. 1998; Jantratid ym. 2008) 
 FaSSIF FaSSIF-V2 
pH 6,5 6,5 
Osmolaalisuus (mOsm kg-1) 270 ± 10  180 ± 10 
Puskurikapasiteetti (mmol l-1 ΔpH-1)  10 
   
Natriumtaurokolaatti (mM) 3 3 
Lesitiini (mM) 0,75 0,2 
Kaliumdivetyfosfaatti KH2PO4 (mM) 28,7 (3,9 g/l) - 
Maleiinihappo (mM) - 19,12 
Kaliumkloridi KCl (mM) 103,3 (7,7 g/l) - 
Natriumkloridi NaCl (mM) - 68,62 
Natriumhydroksidi NaOH (mM) qs pH 6,5 34,8 
 
Mahanesteen tavoin myös ohutsuolen nesteiden koostumus vaihtelee ruoansulatuksen eri 
vaiheissa, joten perinteisen FeSSIF:n lisäksi on tehty kolme tarkempaa otosliuosta sekä 
uudempi yleisesti käytettävä yksifaasiversio FeSSIF-V2 (Taulukko 4) (Jantratid ym. 2008). 
Otosliuoksia käytetään, jos halutaan tietää tarkemmin esimerkiksi mahan 
tyhjenemisnopeuden vaikutuksesta lääkeaineen liukenemiseen tai säädellysti lääkeainetta 
vapauttaviin valmisteisiin. Glyseryylimono-oleaatti ja natriumoleaatti jäljittelevät 
lipolyysituotteita, sillä ne vastaavat hyvin länsimaisen ruokavalion sisältämiä lipidejä.  
Liuoksiin voidaan tarvittaessa lisätä myös pankreatiinia sekä kalsiumkloridia 
lääkevalmisteen sisältämästä lipidimäärästä riippuen, sillä pankreatiini sisältää muun 
muassa lipidejä pilkkovaa lipaasientsyymiä. Lisäys laskee liuoksen pintajännitystä 





Taulukko 4. FeSSIF- ja FeSSIF-V2-liuosten sekä ohutsuolen nesteitä ruoansulatusvaiheen alku-, keski- 
ja loppuvaiheissa simuloivien väliaineiden koostumukset (Galia ym. 1998; Jantratid ym. 2008) 






pH 5,0 5,8 6,5 5,8 5,4 
Osmolaalisuus (mOsm kg-1) 635 ± 10   390±10 400±10 390±10 240±10 
Puskurikapasiteetti (mmol l-1 ΔpH-1)  25 25 25 15 
      
Natriumtaurokolaatti (mM) 15 10 10 7,5 4,5 
Lesitiini (mM) 3,75 2 3 2 0,5 
Glyseryylimono-oleaatti (mM) - 5 6,5 5 1 
Natriumoleaatti (mM) - 0,8 40 30 0,8 
Maleiinihappo (mM) - 55,02 28,6 44 58,09 
Etikkahappo (mM) 144 (8,65g/l) - - - - 
Natriumhydroksidi NaOH (mM) qs pH 5,0 81,65 52,5 65,3 72 
Natriumkloridi NaCl (mM) - 125,5 145,2 122,8 51 
Kaliumkloridi KCl (mM) 203,9 (15,2g/l) - - - - 
  Lisäksi mahdollisesti pankreatiinia ja kalsiumkloridia 
 
FeSSIF sisältää siis enemmän surfaktantteja, jotka parantavat monien veteen 
niukkaliukoisten lääkeaineiden liukoisuutta, kuin FaSSIF (Jantratid ym. 2008). Lisäksi sen 
pH on matalampi kuin FaSSIF:n, mikä osaltaan myös edistää heikkojen emästen 
liukenemista. FeSSIF:n suuremman solubilisaatiokapasiteetin on monessa tutkimuksessa 
todettu parantavan heikkojen emästen liukoisuutta ja ehkäisevän niiden saostumista 
(Kostewicz ym. 2004; Shono ym. 2011; Wagner ym. 2012). Myös heikoille hapoille ja 
neutraaleille lääkeaineille FeSSIF:n solubilisaatiokapasiteetista on enemmän hyötyä kuin 
mitä matalammasta pH:sta on haittaa (Nicolaides ym. 1999). Käytettävät väliaineet voivat 
muodostaa myös erilaisia interaktioita tutkittavan lääkeaineen kanssa, jolloin 
kiteytymisnopeus ja siten myös saostumiskinetiikka voivat muuttua (Carlert ym. 2010). 
Dissoluutiokokeessa tulisi huomioida koostumuksen lisäksi myös erilaiset tilavuudet 
paasto- ja ruoansulatusvaiheissa. 
Biorelevantit väliaineet ovat koostumuksensa vuoksi fysikaalisesti epästabiileja liuoksia ja 
siten alttiita muun muassa faasien erottumiselle ja lipidipisaroiden muodostumiselle 




sekä ainakin 8 tuntia normaaleissa dissoluutio-olosuhteissa (lapamentelmä, 75 rpm, 37 °C). 
Sen lisäksi, että FaSSIF- ja FeSSIF-liuokset voidaan valmistaa yksittäisistä raaka-aineista 
sekoittamalla, on tarkoitukseen olemassa myös kaupallinen valmiste, SIF-jauhe 
(Biorelevant.com 2013a). Tämä jauhe sisältää patentoidun yhdistelmän 
natriumtaurokolaattia ja lesitiiniä perustuen Galian työryhmän (1998) tutkimukseen. Siitä 
voidaan valmistaa sekä FaSSGF-, FaSSIF- että FeSSIF-liuosta. Lisäksi on kehitetty jo 
uudempaa FaSSIF-V2:n koostumusta vastaava SIF-jauhe (Biorelevant.com 2013b). 
 
4.3 In vitro -tutkimusmenetelmiä 
 
4.3.1 USP:n dissoluutiomenetelmät I ja II 
 
Yleisimmin käytettyjä dissoluutiomenetelmiä ovat USP:n viralliset menetelmät I (pyörivä 
kori -menetelmä) ja II (pyörivä lapa –menetelmä)  (USP 2012). Samanlaiset menetelmät on 
kuvattu myös Euroopan farmakopeassa (European pharmacopoeia 2007). Kokeessa 
dissoluutioastiat pidetään vesihauteessa ja niiden lämpötila pidetään +37±0,5 asteisena 
vastaten normaalia ruumiinlämpöä. Olosuhteet saadaan muistuttamaan mahan tai 
ohutsuolen olosuhteita muuttamalla väliaineen koostumusta, korin tai lavan 
pyörimisnopeutta sekä väliaineen tilavuutta. Korin tai lavan pyörimisnopeus on yleensä 50-
100 rpm. Standardikokoisen astian tilavuus on 1000 ml ja vaikka haluttaisiin huomioida 
nesteiden tilavuudet elimistössä, on huomioitava myös tilavuudet laitteen toimivuuden 
kannalta (Vertzoni ym. 2005). Esimerkiksi USP:n menetelmässä II minimitilavuus on 
hieman yli 300 ml, jotta lapa on kunnolla nesteessä. Tätä pienemmän nestemäärän 
käyttäminen vaatii laitteiston säätöä, esimerkiksi lavan laskemista alemmas, mikä vaikuttaa 
hydrodynaamisiin olosuhteisiin. 
Menetelmät soveltuvat käytettäväksi monessa kohdassa lääkekehityskaarta, kuten 
vertailtaessa erilaisia formulaatioita toisiinsa sekä laadunvarmistuksessa (Nicolaides ym. 
1999). Koska suljettu astia ja rajattu väliainemäärä voivat hidastaa niukkaliukoisen 




dissoluution kvalitatiiviseen arvioimiseen (Nicolaides ym. 1999). Tutkimukset vaativat 
myös paljon tutkittavaa lääkeainetta, joten ne eivät tule kyseeseen aivan lääkekehityksen 
alkuvaiheessa, kun tutkitaan vasta molekyylin fysikokemiallisia ominaisuuksia (Dai ym. 
2007; Klein ja Shah 2008). Dissoluutiokoe suoritetaan yleisesti yhdessä väliaineessa, mikä 
heikentää sen ennustavuutta, kun olosuhteet elimistössä muuttuvat ajan suhteen (Heigoldt 
ym. 2010). Lisäksi väliainetta kuluu paljon, jos koe tehdään kaikissa olosuhteissa erikseen, 
mikä tulee kalliiksi biorelevantteja liuoksia käytettäessä.  
Heikkojen emästen saostumista ohutsuolessa voidaan tutkia menetelmillä, joissa väliainetta 
vaihdetaan mahanestettä simuloivasta väliaineesta ohutsuolen nesteitä simuloivaan 
väliaineeseen (Galia ym. 1998). Tämä voidaan suorittaa niin sanotulla kaksivaiheisella 
dissoluutiolla, jossa esimerkiksi FaSSIF:a kaadetaan suoraan mahan SGF-liuokseen. 
FaSSIF:n konsentraatio ja ionivahvuus tulee laskea ottaen huomioon liuoksen tilavuuden 
kasvu ja laimeneminen, kun se lisätään SGF-liuokseen (Carlert ym. 2010). Menetelmän 
heikkoutena on, ettei se huomioi mahan tyhjenemisnopeuden vaikutusta eikä imeytymistä, 
sillä liuennut lääkeaine ei pääse poistumaan astiasta. Elimistön sink-olosuhteita ei siten 
pystytä aina ylläpitämään, jos lääkeaineen määrä tai annos-liukoisuus -suhde on suuri, 
vaikka tämä voi olla kriittistä juuri niukkaliukoisen lääkeaineen liukenemisen kannalta 
(Nicolaides ym. 1999; Heigoldt ym. 2010). Lisäksi USP:n menetelmissä I ja II sekoitus 
aiheuttaa astiaan melko rajut olosuhteet verrattuna elimistön hydrodynaamisiin 
olosuhteisiin (Dai ym. 2007; Carlert ym. 2010). Tämänkin vuoksi menetelmät helposti 
yliarvioivat niukkaliukoisen lääkeaineen saostumista verrattuna esimerkiksi 96-
kuoppalevyllä tehtyyn saostumistutkimukseen. 
USP:n menetelmiä I ja II on kehitelty simuloimaan paremmin olosuhteiden muuttumista in 
vivo, jotta niiden käyttömahdollisuudet paranisivat. Heigoldtin työryhmän (2010) 
kaksifaasisessa sovelluksessa haluttiin luoda dissoluutioastiaan pysyvät sink-olosuhteet 
sekä muuttaa väliaineen pH:ta ajan suhteen (Kuva 3). Tavoitteena oli tutkia heikkojen 
emästen erilaisten formulaatioiden dissoluutiota sekä mahassa että ohutsuolessa yhdellä 
helposti toteutettavalla menetelmällä. Dissoluutioastiaan laitettiin puskuria, jonka pH:ta 




ruoansulatuskanavassa. Toinen faasi saatiin lisäämällä puskurin päälle n-oktanolia, johon 
lääkeaineet liukenivat paremmin kuin neutraaleihin puskureihin. Jos liuennut lääkeaine 
siirtyy orgaaniseen, lipofiiliseen faasiin, puskurissa säilyy sink-olosuhteet koko kokeen ajan 
eikä saostumista pääse tapahtumaan. Puskurissa oleva lääkeaine voi kuitenkin saostua 
nopean pH-muutoksen seurauksena ennen kuin se uudelleen liukenee ja siirtyy orgaaniseen 
faasiin. Tässä kokeessa vapautunut lääkeainemäärä esitettiin sekä puskurin että n-oktanolin 
konsentraatioiden summana.  
 
Kuva 3. Sovellus USP:n dissoluutiomenetelmästä II (Heigoldt ym. 2010) 
 
Emäksisen lääkeaineen saostumisen tutkimiseksi edellä mainittua menetelmää voisi vielä 
soveltaa. Jos imeytymisen oletetaan olevan mitätöntä mahassa, tulisi liuenneen lääkeaineen 
pysyä happamassa puskurissa eikä siirtyä n-oktanoliin. Tällöin lipofiilisen faasin voisi 
lisätä vasta, kun pH muutetaan ohutsuolen tasolle. Lisäksi jakautumisen orgaanisen faasin 
ja emäksisen puskurin välillä tulisi tapahtua samalla nopeudella kuin imeytymisen 
ohutsuolessa, jolloin saostumisen vaikutusta lääkeaineen vapautumiseen tai imeytymiseen 
ei arvioitaisi liian merkityksettömäksi. Lipofiilisen faasin tulisi olla myös muun muassa 
liukenematon vesifaasiin ja sitä vähemmän tiheää eikä se saisi haihtua 37 asteessa 
(Heigoldt ym. 2010). Biorelevanttien liuosten käyttö lisäisi menetelmän in vivo -







Läpivirtausdissoluutio (flow-through cell dissolution) on USP:n menetelmä IV ja löytyy 
myös Euroopan farmakopeasta (European pharmacopoeia 2007; USP 2012). Menetelmässä 
lääkeaine tai -valmiste asetetaan kennoon, jonka läpi väliainetta pumpataan. Kennojen 
pohjalla oleva rubiinikuula sekä pienet lasihelmet synnyttävät nesteeseen laminaarivirtausta 
(Sunesen ym. 2005). Yleensä in vivo -olosuhteita vastaavina virtausnopeuksina pidetään 4 
ml/min tai 8 ml/min, vaikka virtausnopeuden on todettu olevan ohutsuolessa 0,6-4,2 
ml/min sekä paasto- että ruoansulatusvaiheessa (Lennernäs ym. 1992; Fotaki ym. 2005; 
Sunesen ym. 2005). Kennojen läpi virrannut ajoliuos kerätään joko kokonaan tai vain tietty 
fraktio kultakin aikaväliltä. Liuosten pitoisuudet määrittämällä saadaan kullakin aikavälillä 
liuennut lääkeaineen määrä, joka ei ole kumulatiivinen toisin kuin suljetussa kori- tai 
lapadissoluutiokokeessa. 
Menetelmän hyötynä voidaan pitää sen luomia sink-olosuhteita, sillä liuennut lääkeaine 
poistuu jatkuvasti pois kennosta virtaavan väliaineen mukana (Perng ym. 2003). Tämä on 
tärkeää erityisesti veteen niukkaliukoisten lääkeaineiden käyttäytymistä tutkittaessa. 
Lisäksi väliainetta voidaan vaihtaa kesken ajon toiseen, esimerkiksi eri pH:n liuoksiin tai 
FaSSGF:sta FaSSIF:iin, ja simuloida siten olosuhteiden vaihtumista ruoansulatuskanavassa. 
Tämän vuoksi menetelmällä voidaan tutkia heikkojen happojen liukoisuuden muuttumista 
siirryttäessä mahan happamasta ympäristöstä ohutsuoleen. Tutkimuksissa 
läpivirtausdissoluutiota on lisäksi käytetty esimerkiksi niukkaliukoisen lääkeaineen eri 
suolamuotojen ja formulaatioiden vertailuun sekä ruokailun merkityksen tutkimiseen 
(Perng ym. 2003; Sunesen ym. 2005). 
Heikkojen emästen saostumisen tutkimiseen läpivirtausdissoluutio ei sen sijaan 
sellaisenaan sovi, sillä kennoissa ei olisi enää yhtään lääkeainetta vaihdettaessa väliaine 
happamasta emäksisempään. Menetelmää voidaan kuitenkin heikkojen emästen kohdalla 
hyväksikäyttää arvioimaan lääkeaineen uudelleenliukenemista ohutsuolessa käyttämällä 




Huonona puolena menetelmässä on sen vaatima suuri väliainemäärä, sillä pumppausnopeus 
voi olla jopa 32 ml/min seitsemän kennon läpi useamman tunnin ajan, mikä tulee kalliiksi 
käytettäessä biorelevantteja väliaineita. Väliaineen kulutus on suoraan verrannollinen 




Monikomponenttisysteemit sisältävät useita erillisiä astioita, jotka simuloivat 
ruoansulatuskanavan eri osia (Kostewicz ym. 2004). Menetelmät ovat monimutkaisempia 
kuin edellä mainitut, joten niillä voidaan huomioida useampia fysiologisia muuttujia ja 
saadaan parempia arvioita lääkeaineen käyttäytymisestä elimistössä. Vastaavasti ne ovat 
monimutkaisempia rakentaa, toteuttaa ja käyttää. 
Kostewiczin malli on esimerkki tällaisesta useita fysiologisia parametreja 
huomioonottavasta monikomponenttimallista (Kostewicz ym. 2004). Menetelmällä 
selvitettiin mahan tyhjenemisnopeuksien sekä ruokailun vaikutusta ylikylläisen liuoksen 
muodostumiseen ja saostumiseen niukkaliukoisten, heikosti emäksisten lääkeaineiden 
kohdalla. Lääkeaine liuotettiin happamaan SGFfast-liuokseen luovuttajafaasista (maha), 
josta liuosta pumpattiin erilaisilla nopeuksilla (0,5-9 ml/min) vastaanottajafaasiin 
(ohutsuoli), jossa oli 500 ml joko FaSSIF:a tai FeSSIF:ä (Kuva 4). Pumppausnopeus 
jäljitteli mahan tyhjenemisnopeutta. Vastaanottaja-astiassa olleen lavan pyörimisnopeus oli 
joko 50, 75 tai 100 rpm, jotta pystyttiin tarkastelemaan motiliteetin vaikutusta 
saostumiskinetiikkaan. Lämpötila oli koko ajan 37±0,5 °C. On huomioitava, että SGF-
liuoksen siirtäminen laskee vastaanottajafaasin pH:ta sekä surfaktanttipitoisuutta 
pikkuhiljaa ja voi siten vaikuttaa lääkeaineen liukoisuuteen (Kostewicz ym. 2004; Wagner 
ym. 2012). Mallin heikkoutena on, ettei se huomioi lainkaan lääkeaineen imeytymistä tai 
sen vaikutusta saostumiseen. Tällöin nopeasti imeytyvän lääkeaineen saostumista helposti 





Kuva 4. Kostewiczin kaksiosainen dissoluutiosysteemi (Kostewicz ym. 2004) 
 
Kostewiczin mallia kattavampi on Gun työryhmän (2005) 
monikomponenttidissoluutiosysteemi, joka ottaa huomioon myös lääkeaineen imeytymisen 
ohutsuolesta. Laitteisto on sovellettu tavallisesta USP-dissoluutiohauteesta, mutta astiat on 
yhdistetty toisiinsa peristalttisten pumppujen välityksellä (Kuva 5). Siinä on mahan ja 
ohutsuolen olosuhteita simuloivien astioiden lisäksi myös absorptioastia, jonne liuennut 
lääkeaine siirtyy. Pumppausnopeus astioiden 1 ja 2 välillä perustuu mahan 
tyhjenemisnopeuteen ja astioiden 2 ja 3 välillä lääkeaineen permeaationopeuteen. 
Varastoastiasta pumpataan astiaan 2 samaa ohutsuolen nesteitä simuloivaa väliainetta ja 
pidetään sen tilavuus vakiona. Fysiologisia olosuhteita jäljiteltiin peristalttisten pumppujen 
ja biorelevantin väliaineen lisäksi sekoittamalla lapaa astioissa 1 ja 2 nopeudella 100 rpm, 
pitämällä kaikki liuokset 37 °C vesihauteessa sekä huomioimalla tilavuudet 
ruoansulatuskanavan eri osissa paastovaiheessa. Elimistön normaalin toiminnan mukaisesti 
myös kokeessa ohutsuolta kuvaavan astian 2 tilavuus kasvoi 250 ml:sta 500 ml:aan 
liuoksen virratessa sinne astiasta 1.  Lopuksi astia 1 vielä huuhdeltiin tyhjäksi myös 









olosuhteet pidettiin etanolin ja suolahapon avulla sellaisina, ettei lääkeaine päässyt 
saostumaan.  
 
Kuva 5. Absorboitumisen huomioonottava Gun työryhmän suunnittelema 
monikomponenttidissoluutiosysteemi (Gu ym. 2005) 
 
Menetelmän huonona puolena on, että mahan ja ohutsuolen välillä on suodatin, joka estää 
liukenemattomien partikkelien siirtymisen ohutsuoleen ennen huuhtelua (Gu ym. 2005). 
Nämä liukenemattomat partikkelit voivat kuitenkin olla ratkaisevia saostumisen kannalta, 
sillä tällaiset alkukiteet aikaansaavat saostumista. Menetelmä ottaa kuitenkin muut 
fysiologiset muuttujat huomioon ja mahdollistaa esimerkiksi mahan erilaisten 
happamuuksien vaikutuksen arvioimisen emästen saostumisen kannalta. Ohutsuolessa, 
astiassa 2, tapahtuva pH:n nousu jäljittelee pH:n muuttumista pohjukais- ja tyhjäsuolen 
välillä, mikä saattaa entisestään edistää heikkojen emästen saostumista. Menetelmää 
voidaan soveltaa myös ruoansulatusvaiheen simulointiin. Sekä Gun että Kostewiczin mallin 
on kuitenkin raportoitu yliarvioivan esimerkiksi dipyridamolin saostumista ja 
ylikyllästymistä, kun tuloksia on verrattu in vivo -tutkimukseen (Psachoulias ym. 2011). 
Keinotekoisessa vatsa-ohutsuolilaitteessa (ASD, artificial stomach-duodenum apparatus) 
mahaa kuvaavasta astiasta väliaine valuu ohutsuolta simuloivaan astiaan, jolloin laitteen 
dynamiikka muistuttaa fysiologisia olosuhteita (Carino ym. 2006). Ohutsuolen nesteitä 
simuloivassa väliaineessa liuenneessa muodossa olevan lääkeainemäärän oletetaan 
kuvaavan imeytyneen lääkeaineen määrää. Laite on käyttökelpoinen arvioitaessa 
Vesihaude (37 ℃) 
 
Suodatin Suodatin 





fysikaalisten ilmiöiden, esimerkiksi hajoamisen, hydrolyysin tai liukenemisen, merkitystä 
lääkevalmisteen käyttäytymiseen in vivo. Siksi ASD sopii hyvin muun muassa erilaisten 
formulaatioiden vertailuun sekä juuri BCS-luokan II lääkeaineen saostumisen arvioimiseen. 
Laitteisto on kuitenkin hankalasti rakennettavissa eikä siten sovi jokapäiväiseen käyttöön. 
Caco2-solujen lävitse tapahtuvan permeaation on todettu olevan verrannollinen 
absorboitumisnopeuteen in vivo, joten tällaisen solukalvon lisääminen 
monikomponenttisysteemiin mahdollistaa liukoisuuden lisäksi myös lääkeaineen 
imeytymisen arvioimisen (Kobayashi ym. 2001; He ym. 2004). Tällainen on esimerkiksi 
Kobayashin työryhmän suunnittelema malli, jossa pH:n muutos ruoansulatuskanavassa on 
otettu huomioon pumppaamalla liuennut lääkeaine matalamman pH:n liuoksesta (maha) 
korkeampaan (ohutsuoli), minkä jälkeen liuos ohjataan diffuusioastiaan ja Caco2-
solukerroksen luovuttajapuolelle. Tämän vuoksi menetelmä sopii myös pH-riippuvan 
liukoisuuden tai heikkojen emästen saostumisriskin vaikutuksen arviointiin sekä mahan 
pH:n merkityksen tutkimiseen (Kobayashi ym. 2001; He ym. 2004). Malli vastaisi 
paremmin olosuhteita in vivo, jos liuokset olisivat biorelevantteja väliaineita ja fysiologiset 
muuttujat, esim. motiliteetti ja tilavuus, olisi otettu paremmin huomioon. Lisäksi mallin 
heikkoutena on se, ettei absorboituminen voi tapahtua suoraan lääkeaineen siirtyessä 
korkeampaan pH:hon, millä saattaa olla merkitystä esimerkiksi ylikylläisen liuoksen 
muodostumisen ja keston kannalta. 
 
4.3.4 Miniatyrisoidut dissoluutiomenetelmät 
 
Lääkekehityksen alkuvaiheessa tutkittavaa lääkeainetta on käytettävissä muutamia 
milligrammoja, jolloin myös dissoluutiomenetelmän tulisi soveltua käytettäväksi pienellä 
lääkeainemäärällä ja silti luotettavasti. Miniatyrisoitujen menetelmien haasteena on löytää 
mahdollisimman samankaltaiset hydrodynaamiset olosuhteet kuin virallisissa USP:n 
menetelmissä, sillä hydrodynamiikalla on suuri vaikutus lääkeaineen dissoluutioon (Klein 




USP:n dissoluutiomenetelmistä I ja II on kehitelty vastaavia pienempiä versioita, niin 
kutsuttuja minidissoluutiomenetelmiä (Klein ja Shah 2008; Carlert ym. 2010). Yleisimmät 
minidissoluutioastiat ovat maksimitilavuuksiltaan joko 100 ml tai 200 ml, mutta on käytetty 
myös 250 ml:n kokoisia astioita (Klein ja Shah 2008; Wagner ym. 2012). Minidissoluutio 
sopii parhaiten jauheiden sekä pienten tablettien ja kapseleiden tutkimiseen (Klein ja Shah 
2008). Laitteiden ongelmana on kuitenkin usein, että astioiden mittasuhteet luovat erilaiset 
hydrodynaamiset olosuhteet kuin viralliset menetelmät, jolloin tuloksia ei voida pitää 
vastaavina eikä yhtä luotettavina. Minidissoluutiolaitteisto tulisi standardisoida ja validoida 
ennen kuin sitä käytetään laadunvarmistuksessa esimerkiksi vertaamalla sitä viralliseen 
laitteistoon samanlaisuuskertoimeen (f2, similarity factor) perustuen.  
Vielä pienempien lääkeainemäärien tutkimiseen on olemassa esimerkiksi pION INC:n 
kehittämä mikrodissoluutiolaite (pION 2007; Avdeef ym. 2009). Laitteistossa pienet putket 
ovat lämminvesihauteessa ja niiden pohjalle voidaan sijoittaa pienet magneettisekoittajat. 
Tutkittavaa lääkeainetta tarvitaan vain muutamia milligrammoja ja tarvittava väliainemäärä 
on vain 2-30 ml. Pitoisuus määritetään kuituoptiikan avulla reaaliaikaisesti suoraan 
dissoluutioputkista ja mittauspisteitä voi olla useita minuutissa. Menetelmä sopii muun 
muassa tasapainoliukoisuuden sekä hetkellisen liukoisuuden määrittämiseen (Avdeef 2007). 
Persson työryhmineen (2008) on kehittänyt dissoluutiolaitteiston miniatyrisoidulle pyörivä 
levy –menetelmälle (rotating disk method) dissoluutionopeuden määrittämiseksi. Lääkeaine 
puristettiin suoraan magneettisekoittajaan, joka sijoitettiin Plexiglass
®
-kennoon. Väliaine 
virtasi kennon, jonka tilavuus oli vain 300 µl, läpi erilaisilla nopeuksilla (0,2-1,2 ml/min) ja 
lääkeainepitoisuus määritettiin laitteistoon integroidun HPLC:n avulla. Menetelmän etuja 
ovat muun muassa nopeus, siihen tarvittava pieni väli- ja lääkeainemäärä (noin 5 mg) sekä 
mahdollisuus vaihtaa väliainetta helposti. 
Saostumisen tutkimiseen 96-kuoppalevyllä tarvitaan vain muutama milligramma 
lääkeainetta sekä muutama millilitra väliainetta (Dai ym. 2007). Dain työryhmän 
tutkimuksessa tarkoituksena oli selvittää erilaisten nestemäisten formulaatioiden kykyä 
estää tai hidastaa veteen niukkaliukoisen lääkeaineen saostumista. Erilaisia formulaatioita 




Tämän jälkeen liuotin haihdutettiin pois ja liuokset laimennettiin 250-kertaiseksi joko SIF-, 
FaSSIF- tai FeSSIF-liuoksella. Inkuboinnin (1-24 tuntia) jälkeen liuokset suodatettiin 
saostuneen lääkeaineen erottamiseksi ja analysoitiin HPLC:llä. Saostumista tapahtui 
enemmän SIF-liuoksessa kuin FaSSIF:ssa tai FeSSIF:ssä, mikä johtunee biorelevanttien 
liuosten suuremmista solubilisaatiokapasiteeteista. Samoin mitä enemmän apuaineet 
pystyivät muodostamaan tasapainottavia misellejä, sitä hitaammin formulaatio saostui ja 
konsentraatio pysyi korkeampana. 96-kuoppalevylla tehdyt havainnot korreloivat hyvin 
USP:n lapamenetelmän (37 °C, 50 rpm, 250 ml) kanssa neljä ensimmäistä tuntia, minkä 
jälkeen USP:n menetelmällä saostuminen arvioitiin suuremmaksi rajummista 
hydrodynaamisista olosuhteista johtuen. Menetelmässä on huomioitava, että lääkeaine voi 
saostua sekä amorfisessa että kiteisessä muodossa, kun liuotin haihdutetaan pois.  
 
4.3.5 Näytteiden analysointi 
 
Käytettiinpä mitä tahansa yllämainituista dissoluutiomenetelmistä, lääkeainepitoisuus 
nesteessä on mitattava jollakin menetelmällä joko suoraan dissoluutioastiassa tai sieltä 
otetusta näytteestä. Yleisimmin näytteiden analysoinnissa on käytetty nestekromatografiaa, 
HPLC:a tai UV/VIS-spektrofotometriä, mutta nykyään voidaan käyttää myös 
kuituoptiikkaan perustuvia in situ -mittausmenetelmiä (Lu ym. 2003; Zhou ym. 2005). Jos 
näyte otetaan ruiskulla tai pipetillä dissoluutioastiasta, se voidaan joko korvata vastaavalla 
määrällä blank-väliainetta tai jättää korvaamatta. Heikkoutena on, että lääkeainetta poistuu 
näytteen mukana astiasta, millä voi olla vaikutusta saostumiseen ja väliaineen tilavuus 
pienenee, jos sitä ei korvata. Lisäksi näytteet tulee usein suodattaa ennen analysointia 
HPLC:llä. 
Kuituoptiikkaa käyttämällä mittaukset voidaan tehdä reaaliaikaisesti suoraan 
dissoluutioastiasta (Lu ym. 2003; Zhou ym. 2005). Systeemissä esimerkiksi 
monikanavainen CCD-spektrometri (charge-coupled device spectrometer) mittaa 
absorbanssia aallonpituusalueella 205–410 nm useasta dissoluutioastiasta samanaikaisesti. 




määrittää väliaineen pitoisuuden tietyltä aallonpituudelta, jolla tutkittava lääkeaine absorboi 
valoa. Automatiikan vuoksi mittauspisteitä voi olla tiheästi ja koe voi jatkua esimerkiksi 
yön yli, koska näytteenkäsittelyä tai suodattamista ei tarvita.  Menetelmässä on kuitenkin 
omat haasteensa, sillä valopäiden on pysyttävä puhtaina eikä niihin saa kerääntyä 
saostumaa tai partikkeleita, jotka voisivat estää valon kulun kuitupäiden välillä. Myös 
ilmakuplat häiritsevät mittausta, joten kaasut tulisi poistaa väliaineesta ennen 
dissoluutioajoa. Koska näytteitä ei suodateta, voivat liukenemattomat partikkelit ja 
apuaineet aiheuttaa valon siroamista, mikä tulee huomioida erilaisilla spektrinkäsittely- ja 
pohjankorjausmenetelmillä. On huomioitava, että erimalliset valotiet voivat muuttaa 
hydrodynaamisia olosuhteita dissoluutioastioissa eri tavoin, varsinkin jos väliaineen 
tilavuus on pieni (Lu ym. 2003). Potentiometrinen sensori ei ole yhtä herkkä ilmukuplien 
tai liukenemattomien partikkeleiden aiheuttamalle varon siroamiselle, mutta menetelmä 
soveltuu parhaiten in situ –mittaamiseen, kun tutkittava lääkeaine on hyvin lipofiilinen 
(Peeters ym. 2008). Pitoisuuksia voidaan mitata in situ myös esimerkiksi ioniselektiivisen 
elektrodin (IES, Ion-Selective Electrode) avulla (Juenemann ym. 2011).  
In vitro -tutkimusmenetelmissä on huomioitava myös oikea näytteenotto sekä olosuhteet 
analyysin aikana. Nesteiden lämpötilan tulisi pysyä samana, sillä liukoisuus ei saisi 
muuttua lämpötilan viilenemisen vuoksi näytteidenkäsittelyn aikana. Lisäksi lääkeaine voi 
tarttua proteiineihin ja mahdollisesti biorelevantissa väliaineessa käytetyn pankreatiinin 
aktiivisuus tulee pysäyttää (Jantratid ym. 2008). 
 
4.4 Farmakokineettiset mallinnusohjelmat 
 
Paremman ja kvantitatiivisen in vivo -arvion saamiseksi in vitro -dissoluutiomenetelmät 
voidaan yhdistää farmakokineettiseen mallinnusohjelmaan (IV-IS-IV, in vitro – in silico – 
in vivo) (Carlert ym. 2010; Shono ym. 2011; Wagner ym. 2012). Esimerkkejä fysiologiaan 
perustuvista farmakokineettisistä mallinnusohjelmista (PBPK, physiologically based 
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sinne saadaan kerättyä paljon dataa fysiologisista parametreista, esimerkiksi mahan 
tyhjenemisnopeudesta, metaboliasta ja jakautumistilavuudesta. Farmakokineettisissä 
malleissa hyväksikäytetään erilaisia laskennallisia kaavoja. Esimerkiksi kiteenkasvuteorian 
avulla voidaan ennustaa saostumista ja Noyes-Whitneyn teorian mukaan 
dissoluutioprofiilia (Nicolaides ym. 2001; Shono ym. 2011). Lisäksi niihin voidaan liittää 
imeytymistä kuvaavia parametreja esimerkiksi Caco2-soluilla tehdyistä permeaatiokokeista. 
Dissoluutiokokeesta saadut liukenemis- ja saostumisnopeudet voidaan siten yhdistää 
ohjelmaan ja arvioida lääkeaineen koko taival elimistössä. Tällaisten in silico -mallien 
avulla in vitro -dissoluutiomenetelmää voidaan yksinkertaistaa, sillä muu tarvittava data on 
ohjelmassa, jota voidaan muokata tarpeen mukaan.  
Farmakokineettiset mallinnusohjelmat ovat käyttökelpoisia tutkittaessa heikkojen emästen 
mahdollista saostumista, johon vaikuttavia tekijöitä on kaikkia vaikeaa, monimutkaista tai 
jopa mahdotonta simuloida pelkästään in vitro -kokeilla. Shonon työryhmä (2011) yhdisti 
biorelevanteilla väliaineilla tehtyjen dissoluutiokokeiden tuloksia laskennalliseen 
mallinnusohjelmaan selvittääkseen heikkoliukoisen emäksen, nelfinaviirin, ylikyllästymistä 
ja saostumista sekä ruokailun vaikutusta siihen (Kuva 6). Pelkkien liukoisuus- ja 
dissoluutiokokeiden avulla ei saada tarkkoja arvioita, kuinka paljon ylikylläisen liuoksen 
muodostumisella ja lääkeaineen saostumisella on merkitystä lääkeaineen hyötyosuuden 
kannalta. Mallinnusohjelmien avulla voidaan myös selvittää dissoluution ja hyötyosuuden 
niin sanotut worst case ja best case –tilanteet. Heikkojen emästen kohdalla ne olisivat 






Kuva 6. Esimerkki mallista, jolla simuloidaan lääkeaineen farmakokineettistä profiilia ja muun muassa 
saostumista ohutsuolessa perustuen in vitro -dissoluutiokokeisiin (Shono ym. 2011) 
 
 
5 KOKEELLINEN OSIO 
 
 
5.1 Tutkimuksen tavoite 
 
Tämän tutkimuksen tavoitteena oli kehittää in vitro –dissoluutiomenetelmä, jolla voidaan 
arvioida heikosti emäksisen lääkeaineen liukenemista, saostumisriskiä sekä 
uudelleenliukenemista. Menetelmän tulee soveltua arkipäiväiseen laboratoriotyöskentelyyn 
eli olla helposti toteutettavissa. Menetelmän pitää soveltua milligrammamäärille uutta 
vaikuttavaa lääkeainetta, jolloin sitä voidaan käyttää hyödyksi aivan lääkekehityksen 
alkuvaiheessa. Menetelmällä ei tarvitse saada tarkkaa kvantitatiivista arvoa saostuvasta 
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Lisäksi tulisi olla mahdollista selvittää saostumista annoksen funktiona eli, milloin 
saostuminen alkaa selittää mahdollista epälineaarista kinetiikkaa in vivo. Tavoitteena oli 
määrittää tekijöitä, jotka ovat kriittisiä lääkeaineiden dissoluution ja saostumisen 
saostumisen kannalta in vitro -kokeissa. Haluttiin myös selvittää saostuman fysikaalisia 
ominaisuuksia sekä arvioida niiden merkitystä uudelleenliukenemisnopeuteen. 
Dissoluutiokokeista haluttiin saada liukoisuutta, saostumista ja uudelleenliukenemista 
kuvaavia parametrejä, joita voidaan käyttää farmakokineettiseen mallinnusohjelmaan 




Tutkittavina lääkeaineina olivat dipyridamoli (erä 163.446, S.I.M.S., Italia) ja ketokonatsoli 
(erä KET/M-13512, Piramal Healthcare Limited, Intia) sekä Orionin (Suomi) 
kehitysvaiheessa oleva yhdiste A. Kaikki ovat niukkaliukoisia BCS luokkaan II kuuluvia 
heikkoja emäksiä, joiden liukoisuus riippuu pH:sta. 
Dissoluutiokokeissa käytettiin biorelevantteja väliaineita FaSSIF pH 6,5, FeSSIF pH 5,0, 
FaSSGF pH 1,6 sekä FeSSGF pH 5,0. FaSSGF valmistettiin natriumkloridista (NaCl, 
J.T.Baker, Hollanti) ja suolahaposta (HCl, Merck KGaA, Saksa) sekä natriumtaurokolaattia 
ja lesitiiniä sisältävästä SIF-jauheesta (Biorelevant.com, Englanti) valmistajan ohjeen 
mukaisesti (Biorelevant.com 2013a). SIF-jauheen ja siitä tehtyjen liuosten koostumus 
pohjautuu Galian työryhmän (1998) tutkimukseen. FeSSGF valmistettiin 3,5 % rasvaa 
sisältävästä UHT-täysmaidosta (Valio, Suomi) sekä natriumkloridia, etikkahappoa 
(CH3COOH, Merck KGaA, Saksa) ja natriumasetaattia (CH3COONa, J.T.Baker, Hollanti) 
sisältävästä puskurista suhteella 1:1 (Jantratid ym. 2008). Paastovaiheen mahanestettä 
simuloitiin FaSSGF:n lisäksi SGF pH 1,2 –liuoksella, joka ei sisältänyt entsyymejä 
(FF6119, Oy FF-Chemicals Ab, Suomi) ja korkeamman pH:n mahaa natriumkloridista ja 




Kaksivaiheisia dissoluutiokokeita varten ohutsuolen nesteitä simuloivista väliaineista 
valmistettiin konsentroituja liuoksia, joiden koostumus perustui SIF-jauheen ohjeeseen 
(Galia ym. 1998; Biorelevant.com 2013a). Liuosten pitoisuuksissa oli kuitenkin huomioitu 
niiden laimeneminen mahanesteen joukkoon lisättäessä eli SIF-jauhetta käytettiin 
kaksinkertainen määrä. Lisäksi säädettiin pH:ta sekä ionivahvuutta natriumkloridin avulla, 
jotta koostumus vastasi lisäyksen jälkeen FaSSIF- tai FeSSIF-liuosta. FaSSIF:n puskuri 
valmistettiin natriumdivetyfosfaatista (NaH2PO4•H2O, J.T.Baker, Hollanti), 
natriumkloridista sekä natriumhydroksidista (NaOH, Merck KGaA, Saksa).   
Läpivirtausdissoluutiossa FaSSIF-liuoksessa käytettiin valmista fosfaattipuskuria pH 6,5 
25 °C (FF6368, Oy FF-Chemicals Ab, Suomi). FeSSIF:n puskuriliuos, asetaattipuskuri pH 
5,0, jota käytettiin sellaisenaan myös simuloimaan ruoansulatusvaiheen mahaa, 
valmistettiin natriumhydroksidista, etikkahaposta ja natriumkloridista.  
Muita käytettyjä materiaaleja olivat metanoli (CH3OH, J.T.Baker, Hollanti), 
gelatiinikapselit koko 1 sekä 000, asetonitriili (Merck KGaA, Saksa) sekä HPLC-liuokset 




5.3.1 Fysikokemiallisten ominaisuuksien määrittäminen 
 
Tutkittavien lääkeaineiden fysikokemiallisia ominaisuuksia määritettiin ACD/Labs Release 
12.00 (Product version 12.01) -ohjelman (Advanced Chemistry Development, Inc., Kanada) 
avulla. Ohjelmisto laskee lääkeaineen rakenteen perusteella sen fysikokemiallisia 
ominaisuuksia (Taulukko 5). Aikaisemman kokemuksen perusteella luotettavimpia ovat 
yksittäiset numeeriset ominaisuudet sekä pKa-arvot ja niistä johdettu liukoisuusprofiili, kun 


















pKa 14,83; 14,4; 13,97; 13,97; 6,47; 1,90 6,88; 3,58; -1,15 
LogP 3,35 4,04 
Polaarinen pinta-
ala, PSA (Å2) 
145,44 69,06 
 
Yhdiste A on Orionin tutkimus- ja kehitysvaiheessa oleva pienmolekyyli. Se on heikko 
emäs (pKa 7,8 ja 9,8), jonka liukoisuus riippuu väliaineen pH:sta.  
 
5.3.2 Liukoisuuden määrittäminen 
 
Lääkeaineiden liukoisuudet määritettiin, jotta lääkeaineista saatiin taustatietoa 
dissoluutiokokeita varten. Vertaamalla dissoluutiokokeiden määrityksiä näihin 
liukoisuustuloksiin saatiin tietoa esimerkiksi ylikylläisen liuoksen muodostumisesta ja sen 
kestosta. Liukoisuus määritettiin shake flask –menetelmällä jokaiselle tutkittavalle 
lääkeaineelle jokaisessa käytettävässä väliaineessa. Runsas 5 mg tutkittavaa lääkeainetta 
punnittiin 10 ml:n erlenmeyeriin, johon lisättiin 5 ml 37 °C lämpökaapissa lämmitettyä 
väliainetta. Liuoksia ravisteltiin kolmen tunnin ajan ravistelevassa inkubaattorissa (Innova 
40R, Incubator shaker series, New Brunswick Scientific, USA) 37 °C:ssa 200 rpm:n 
nopeudella. Liuokset suodatettiin (Millex-HV, PVDF, 0,45 µm, Millipore) ja pitoisuus 




Profiler ja µDISS Command software, pION INC, USA; Lab Companion heating bath 
circulators model CW-05G, Korea).  
FeSSGF on maitoa sisältävän koostumukseksensa vuoksi hyvin sakeaa ja rasvaista, joten 
liukoisuuksia ei voitu määrittää mikrodissoluutiolaitteella ilman näytteiden esikäsittelyä. 
Näytteitä ei proteiinien vuoksi voitu suodattaa 0,45 µm:n suodattimilla, vaan Shonon 
työryhmän (2009) artikkeliin perustuen kolmen tunnin ravistelun jälkeen näytteet 
suodatettiin 1,5 µm:n suodattimilla (Puradisc 13 mm, Syringe Filter, 1,5 µm, 934-AH , 
Whatman, USA). Tämän jälkeen suodos sekoitettiin asetonitriiliin suhteessa 1:2, ravisteltiin 
ja sentrifugoitiin (Eppendorf centrifuge 5810, Saksa) 10 minuuttia 4000 rpm:n nopeudella 
proteiinien saostamiseksi. Sentrifugoinnissa muodostuneen ylimmän faasin pitoisuus 
määritettiin tämän jälkeen mikrodissoluutiolaitteen valotien avulla UV-spektroskopiaan 
perustuen. 
Pitoisuuden määrittämistä varten valmistettiin standardisuorat eri väliaineisiin sekä 
määritettiin lineaarisuusalueet käytettäville valoteille. Vain SGF pH 1,2 –liuokseen tehdyt 
standardisuorat valmistettiin laimentamalla samaan liuokseen tehtyä kantaliuosta (pitoisuus 
noin 1 mg/ml). Muiden kohdalla käytettiin lääkeaineiden huonon liukoisuuden vuoksi 
metanoliin tehtyä kantaliuosta, jota laimennettiin käytettävällä väliaineella. Valotien pituus 
valittiin niin, että absorbanssit olivat maksimissaan 1,2 AU. Kuituoptiikkaa käytettäessä 
pidemmillä valoteillä voidaan määrittää pienempiä lääkeainepitoisuuksia, mutta myös 
lääkeaineen absorbtiviteetti tulee ottaa huomioon. Kaikki liukoisuudet määritettiin kolmella 
rinnakkaisella näytteellä.  
Dipyridamolilla käytettiin 1 mm:n valotietä, sillä lääkeaine absorboi paljon valoa ja jo 
laimeilla liuoksilla saatiin pidemmillä valoteillä mittausalueen ylittäviä absorbanssiarvoja. 
Määritykseen käytettiin spektrin toista derivaattaa. Mittausaallonpituus oli 283 nm, jota 
käytetään myös USP:n dipyridamolitablettien dissoluutiokokeessa (USP 2012). Yleensä 
liukoisuusmääritykset suositellaan tehtäviksi samassa väliaineessa tehtyä standardisuoraa 
vasten, mutta lääkeaineiden hyvin pienet liukoisuudet toivat haasteita standardisuorien 




tehtyä standardia vasten, sillä spektrin siirtymistä pH:n vaikutuksesta ei esiintynyt ja 
liukoisuustulokset olivat samaa luokkaa kuin väliaineiden omia standardisuoria vasten 
määritettäessä. Arvioitiin, että SGF pH 1,2 -liuokseen tehdyn standardisuoran käyttö toi 
yhtä vähän virhettä tuloksiin kuin metanoliin tehdyn kantaliuoksen laimennokset, koska 
standardisuoria ei ollut mahdollista tehdä suoraan biorelevantteihin liuoksiin alhaisen 
liukoisuuden vuoksi. Liukoisuus haluttiin lisäksi määrittää mahdollisimman samanlaisin 
parametrein ja spektrinkäsittelyin kuin pitoisuudet dissoluutiokokeissakin, joissa käytettiin 
vain yhtä standardia.  
Ketokonatsolin absorbtiviteetti on pienempi kuin dipyridamolilla, minkä vuoksi käytettiin 5 
mm:n valotietä. SGF pH 1,2 -liuoksessa käytettiin pitoisuuden määrittämiseen 
aallonpituutta 272 nm, joka vastaa mittausaallonpituutta USP:n ketokonatsolitablettien 
dissoluutiokokeessa (noin 270 nm) (USP 2012). Muut väliaineet aiheuttivat spektrin huipun 
siirtymisen suuremmille aallonpituuksille, joten näiden kohdalla käytettiin aallonpituutta 
292 nm. Tästä syystä kaikki liukoisuudet määritettiin samoissa väliaineissa valmistettuja 
standardeja vasten, vaikka standardisuorien laimennosten kantaliuos tuli tehdä metanoliin 
lääkeaineen huonon liukenemisen vuoksi. Spektrien kaltevuuden vuoksi pitoisuudet 
määritettiin spektrin toisen derivaatan avulla. 
Yhdiste A:n spektri ei siirtynyt väliaineen pH:n vaikutuksesta, joten kaikkiin 
liukoisuusmäärityksiin käytettiin dipyridamolin tavoin SGF pH 1,2 –liuokseen tehtyä 
standardia. Pitoisuus määritettiin 1 mm:n valotiellä aallonpituudella 277 nm ja spektrin 
toisella derivaatalla, jotta määritykset tehtiin mahdollisimman samalla tavalla kuin 
dissoluutiokokeissa. 
 
5.3.3 Kaksivaiheiset mikrodissoluutiokokeet 
 
Kaksivaiheisella mikrodissoluutiolla oli tarkoitus selvittää ensin lääkeaineiden 
liukenemisnopeus mahanestettä simuloivissa väliaineissa ja tämän jälkeen lisätä 




Väliaineina käytettiin erilaisia mahan ja ohutsuolen nesteitä simuloivia väliaineita, jotta 
voitiin selvittää eroja liukenemisessa ja saostumisessa paasto- ja ruoansulatusvaiheissa. 
Lisäksi haluttiin tutkia pH:n merkitystä mahavaiheessa sekä eroja biorelevanttien liuosten 
sekä yksinkertaisempien puskuriliuosten välillä (Taulukko 6). Koska aikaisempien 
tutkimusten mukaan ohutsuolen nesteiden miselleillä ja muilla solubilisoivilla 
komponenteilla on merkittävä vaikutus lääkeaineen liukenemiseen ja saostumiseen, 
ohutsuolen nesteitä simuloimaan käytettiin vain biorelevantteja liuoksia (Galia ym. 1998; 
Kostewicz ym. 2004; Wagner ym. 2012). Aikaisempien tutkimusten perusteella oletettiin 
FaSSIF- ja FeSSIF-liuosten korreloivan hyvin ohutsuolen nesteiden kanssa, sillä aitoa 
ihmisistä aspiroitua ohutsuolinestettä (HIF, human intestinal fluid) ei ollut käytettävissä. 
 
Taulukko 6. Kaksivaiheisessa mikrodissoluutiossa käytetyt väliaineyhdistelmät 
 Mahanestettä simuloiva 
väliaine 
Ohutsuolen nesteitä simuloiva 
väliaine 
Paastovaihe, 
normaali hapan maha 
SGF pH 1,2 FaSSIF pH 6,5 
FaSSGF pH 1,6 FaSSIF pH 6,5 
Paastovaihe,  
korkea mahan pH 
SGF pH 4,0 FaSSIF pH 6,5 
Ruoansulatusvaihe Asetaattipuskuri pH 5,0 FeSSIF pH 5,0 
FeSSGF pH 5,0 FeSSIF pH 5,0 
 
 
Jokaisesta lääkeaineesta tutkittiin kolmea eri lääkeainemäärää kahdella rinnakkaisella 
määrityksellä (n=2), koska laitteessa oli mahdollista tehdä kuusi koetta samanaikaisesti 
(µDISS Profiler, pION INC, USA; Lab Companion heating bath circulators model CW-
05G, Korea) (Kuva 7). Mikrodissoluutiossa käytettävä nestetilavuus oli 3 % USP-
dissoluution tilavuudesta (15-30 ml vs. 500-1000 ml), joten tutkittavat kliiniset 
lääkeaineannoksetkin pienennettiin samassa suhteessa. Dipyridamolin kliininen annos on 
75-150 mg 3 kertaa päivässä (Duodecim 2013). Tutkittaviksi valittiin lääkeaineen suuren 
absorptiviteetin vuoksi kuitenkin annokset 50 mg, 75 mg ja 100 mg sekä 
mikrodissoluutioon vastaavasti 1,5 mg, 2,25 mg ja 3,0 mg. Ketokonatsolia käytetään 
oraalisesti joko 200 mg tai 400 mg kerran päivässä, joten tutkittavat annokset olivat 200 mg, 




mg, 9,0 mg ja 12,0 mg. Yhdiste A:n mikrodissoluutiossa tutkittiin annoksia 6,0 mg, 9,0 mg 
ja 12,0 mg. Lääkeaine punnittiin valkoisiin no:1 gelatiinikapseleihin, jotka asetettiin 
metallisiin sinkkereihin ja magneettisekoittajien päälle 30 ml:n kokoisiin 
mikrodissoluutioputkiin (Kuva 8). 
 
Kuva 7. Mikrodissoluutiolaitteisto, jonka kuudessa dissoluutioputkessa on 30 ml liuosta sekä valotiet. 
Magneettisekoittajien pyörimisnopeus on asetettu arvoon 300 rpm. 
 
Pitoisuuden määrittämiseen käytettiin kuituoptiikkaa (Command software, pION INC, 
USA), joka mahdollistaa pienen millilitrakokoluokan käyttämisen sekä automaattisen 
mittausten suorittamisen reaaliaikaisesti suoraan dissoluutioastioista (Kuva 8). Eripituisia 
valoteitä (1-10 mm) käyttämällä voidaan mitata erilaisia pitoisuuksia. Mitä suurempi on 
kuidun ja peilin etäisyys toisistaan eli mitä pidempi on valotie, sitä pienemmät pitoisuudet 
pystytään havaitsemaan. Käytettävä valotie valittiin lääkeaineiden absorbtiviteetiin ja 
liukoisuuksien perusteella, sillä näytteiden laimentaminen ei ollut mahdollista 
dissoluutioajon aikana. Ohjelma antaa tulokset konsentraatioina (mg/ml), josta ne laskettiin 





      
Kuva 8. Mikrodissoluutiossa käytetty 1 mm:n valotie (vasemmalla). Valotie, kapseli, sinkkeri ja 
magneettisekoittaja mikrodissoluutiohauteessa olevassa 30 ml:n dissoluutioputkessa (oikealla). 
 
Mahassa olevan nesteen määrä vaihtelee paasto- ja ruoansulatusvaiheiden välillä. 
Mikrodissoluutiossa 15 ml on pienin tilavuus, jossa valotie ulottuu kokonaan väliaineeseen 
magneettisekoittajan, kapselin ja sinkkerin kanssa, joten tämän vuoksi mahanestettä 
simuloivan väliaineen määrä oli kaikissa kokeissa 15 ml. Myös konsentroitua ohutsuolen 
nesteitä simuloivaa väliainetta lisättiin 15 ml, sillä putken maksimitilavuus on 30 ml. 
Tilavuuden vaikutus liukenemiseen nähtiin kuitenkin käyttämällä kullakin lääkeaineella 
kolmea eri lääkeainemäärää, jolloin lääkeaineen suhde vakiona pysyneeseen 
nestetilavuuteen oli erilainen. Magneettisekoittajien pyörimisnopeus oli 300 rpm. Lisäksi 
yhdellä dissoluutioajolla tutkittiin hitaamman pyörimisnopeuden (150 rpm) eli erilaisten 
hydrodynaamisten olosuhteiden vaikutusta lääkeaineiden liukenemis- ja 
saostumisnopeuksiin.  
Dissoluutioväliaineet lämmitettiin 37-asteisiksi ennen dissoluutioajon aloittamista 
lämpökaapissa (Innova 40R, Incubator shaker series, New Brunswick Scientific, USA), 
jotta liuosten lämpötila vastasi normaalia ruumiinlämpöä. Myös dissoluutioajon aikana 
haude piti liuokset 37-asteisina. Dissoluutioajon mahavaihe kesti 30 minuuttia, minkä 
aikana pitoisuus mitattiin kuituoptiikan avulla 5 minuutin välein. Tämän jälkeen putkiin 
lisättiin 15 ml konsentroitua ohutsuolen nesteitä simuloivaa väliainetta, millä kuvattiin 




minuutin välein seuraavien kahden tunnin ajan ja sen jälkeen 30 minuutin välein aina 
seuraavaan aamuun asti. Dissoluutioajon kokonaiskesto oli vähintään 20 tuntia ja 
mittauspisteitä oli siten ainakin 53. Valotiet huuhdeltiin vielä 20 tunnin jälkeen ja 
tarkistettiin, oliko niiden mahdollinen likaantuminen vaikuttanut mitattuihin 
konsentraatioihin.   
Dipyridamolin pitoisuuden määrittämiseen käytettiin 1 mm:n valotietä, SGF pH 1,2 -
liuokseen tehtyä standardia, 283 nm aallonpituutta sekä spektrin toista derivaattaa. 
Ketokonatsolilla käytettiin erillisiä standardeja ja aallonpituusalueita (272 nm tai 292 nm) 
maha- ja ohutsuolivaiheissa. Lisäksi spektrien epätarkkuuden vuoksi käytettiin tavallista 
spektriä 2. derivaattaspektrin sijasta. Valotie oli 5 mm:n pituinen. Yhdiste A:lla käytettiin 
dipyridamolin tavoin 1 mm:n valotietä, SGF pH 1,2 -liuokseen tehtyä standardia, 277 nm 
aallonpituutta sekä spektrien toista derivaattaa. Parametrit ja spektrin käsittelyt olivat 
samanlaiset kuin määritettäessä liukoisuutta, jotta tulokset olivat vertailukelpoisia. 
 
5.3.4 Kaksivaiheinen koridissoluutio 
 
USP:n dissoluutiomenetelmä I eli pyörivä kori –menetelmä on yksi standardimenetelmä 
lääkevalmisteiden vapautumisen ja liukenemisen määrittämiseksi. Tämän vuoksi haluttiin 
tutkia, miten mikrodissoluutiomenetelmällä saadut tulokset vastaavat näissä 
perinteisemmissä olosuhteissa saatuja tuloksia ja onko mittasuhteiden muutoksilla 
vaikutusta liukenemis- ja saostumisnopeuteen. Tällä menetelmällä tutkittiin vain eniten 
saostumista mikrodissoluutiokokeessa aiheuttanut liuosyhdistelmä eli väliaineina olivat 
SGF pH 1,2 ja FaSSIF. Kaksivaiheinen koridissoluutio suoritettiin samanlaisin periaattein 
kuin mikrodissoluutiokoe, mutta suuremmassa mittakaavassa, jolloin tilavuus 
mahavaiheessa oli 500 ml ja ohutsuolivaiheessa 1000 ml.  
USP:n mittakaavassa käytettiin kliinisiä lääkeaineannoksia (n=2). Annokset olivat näin 
ollen 33-kertaiset mikrodissoluutioon verrattuna eli dipyridamolilla 50 mg, 75 mg ja 100 




37-asteisiksi ennen dissoluutioajon aloittamista dissoluutiohauteessa (Distek Inc., Model 
2100C ja Distek Evolution dissolution system 6300, USA) sekä lämpökaapissa (Stuart 
Orbital incubator S150, Englanti). Korien pyörimisnopeus oli 100 rpm ja korkeus astian 
pohjasta 25±2 mm. USP:n mukaan pitoisuus tulisi määrittää korin yläreunan ja nestepinnan 
puolivälistä, mutta ensimmäisen vaiheen pienen nestetilavuuden vuoksi kuituja jouduttiin 
pitämään normaalia alempana, lähes korin vieressä (USP 2012). Kuituja ei myöskään 
siirretty ajon aikana, vaikka väliainetta olikin ohutsuolivaiheessa kaksinkertainen määrä. 
Ilmanpoistolaitetta ei käytetty väliaineiden vaahtoamisen vuoksi. 
Tässäkin menetelmässä lääkeainepitoisuudet määritettiin kuituoptiikan avulla (Leap, OPT-
Diss UV Fiber Optic, USA) suoraan dissoluutioastioista (Kuva 9). Mittausajankohdat olivat 
samat kuin mikrodissoluutiossa eli ensimmäisen puolen tunnin ajan 5 minuutin välein, 
seuraavat kaksi tuntia 10 minuutin välein ja siitä eteenpäin 30 minuutin välein yön yli. 
Kokeen kokonaiskesto oli siten vähintään 20 tuntia. Kaikilla lääkeaineilla riskinä oli 
kuitujen likaantuminen saostumisen seurauksena, joten valotiet jouduttiin aika ajoin 
poistamaan dissoluutioastioista niiden puhdistamiseksi tai laittamaan valotiet 
dissoluutioastioihin vain mittausten ajaksi. 
Ohjelmisto (OPT-Diss software version 1.16., Leap technologies Inc, USA) oli hieman 
poikkeava mikrodissoluution ohjelmistosta, vaikka periaate olikin samanlainen. Tämän 
vuoksi spektrinkäsittelyt poikkesivat mikrodissoluutiossa käytetyistä. Sitä vastoin 
mittausaallonpituudet ja valoteiden pituudet olivat samoja kuin mikrodissoluutiossa. 
Lineaarisuus määritettiin SGF pH 1,2 –liuoksessa. Dipyridamolilla ja ketokonatsolilla 
käytettiin average over range -menetelmää, joka huomioi spektrin keskimääräisen pohjan 
nousun alueella 350–380 nm ja vähentää sen mittausaallonpituuden absorbanssista. Yhdiste 
A:n spektrillä oli FaSSIF-lisäyksen jälkeen taipumus kallistua kaltevaksi, joten pitoisuuden 
määrityksessä käytettiin double wavelength -menetelmää, jossa huomioitiin absorbanssit 
väliltä 260–290 nm.   
Ketokonatsolilla mitattiin erilliset standardit molempiin vaiheisiin spektrin siirtymisen 




Standardin lisäksi ohjelmistoon mitattiin ns. nollanäyte, joka on käytettyä väliainetta ilman 
lääkeainetta. Koska FaSSIF on hieman opaalista, standardista riippumatta ennen tulosten 
tarkastelua mitattiin ohutsuolivaiheelle uusi nollanäyte, joka vastasi koostumukseltaan 
ohutsuolivaiheen väliainetta eli siinä oli 50 % SGF pH 1,2 ja 50 % konsentroitua FaSSIF-
liuosta.  
 
5.3.5 Kaksivaiheinen minidissoluutiokoe 
 
Mittakaavan vaikutusta liukenemiseen ja saostumiseen selvitettiin USP:n korimenetelmän 
lisäksi myös minidissoluutiomenetelmällä, jossa astioiden maksimitilavuus oli 200 ml. 
Näissä astioissa käytettiin minikoreja sekä kuituoptisia minivaloteitä, mutta muu laitteisto 
ja kuituoptiikan ohjelmisto olivat samoja kuin USP-dissoluutiokokeissa (Kuva 9). Tälläkin 
menetelmällä tutkittiin vain niin sanottu worst case –tilanne saostumisen kannalta eli 
mahavaihetta simuloitiin SGF pH 1,2 ja ohutsuolivaihetta FaSSIF-liuoksella. Tilavuus 
mahavaiheessa oli 100 ml ja ohutsuolivaiheessa 200 ml. Minidissoluutiokoe suoritettiin 
lääkeaineiden suurimmalle annokselle (n=3). Lääkeaineannokset suhteutettiin käytettävään 
tilavuuteen, jolloin lääkeainemäärä dipyridamolilla oli 20 mg ja ketokonatsolilla ja yhdiste 





   
Kuva 9. Vasemmalla minidissoluutioastia, jossa 100 ml väliainetta sekä minikori ja 5 mm:n minivalotie. 
Oikeanpuoleisessa kuvassa vasemmalla minidissoluution kuitu, jossa valotie vertikaalisesti sekä USP-
dissoluution kuitu, jossa valotie horisontaalisesti. Molemmat valotiet ovat pituudeltaan 5 mm.  
 
Koe suoritettiin samoin kuin mikro- ja USP-dissoluutikokeet eli liuokset lämmitettiin 
etukäteen, konsentroitu FaSSIF lisättiin 30 minuutin jälkeen ja tutkittavien lääkeaineiden 
konsentraatio mitattiin samanlaisin väliajoin. Korien pyörimisnopeus oli 100 rpm ja 
korkeus astian pohjasta 25±2 mm. Myös tässä minimittakaavassa valotiet jouduttiin 
poikkeuksellisesti pitämään ohjeellista alempana, korien vieressä. Dipyridamolilla ja 
yhdiste A:lla käytettiin 1 mm:n ja ketokonatsolilla 5 mm:n pituista valotietä. Standardit ja 
nollanäytteet mitattiin kuten USP-dissoluutiokokeissa. Myös spektrinkäsittelymenetelmät ja 
mittausaallonpituudet olivat samanlaiset. 
 
5.3.6 Lääkeaineiden ja saostumien fysikaalisten ominaisuuksien tutkiminen 
 
Dipyridamolin, ketokonatsolin ja yhdiste A:n alkuperäisistä kuivista jauheista sekä 
muodostuneista saostumista tutkittiin myös fysikaalisia ominaisuuksia. Tarkoituksena oli 
tutkia, muuttuvatko lääkeaineiden kiderakenne ja -muoto liukenemisen ja saostumisen 
seurauksena vai pysyvätkö ne samanlaisina kuin alkuperäisessä lääkeaineessa eli verrokissa. 




pienen määrän vuoksi saostumaa ei muodostunut tarpeeksi kuin yhdiste A:lla. Tämän 
vuoksi saostumaa valmistettiin liuottamalla suuri määrä lääkeainetta (20 mg per ml) 
pieneen määrään (esim. 25 ml) SGF pH 1,2 –liuosta, johon lisättiin yhtä suuri määrä 
konsentroitua FaSSIF:a, jotta väliaineiden määrät ja niiden suhde vastasivat 
dissoluutiokoetta. Liuokset sentrifugoitiin, minkä jälkeen saostuma kerättiin talteen 
fysikaalisia tutkimuksia varten. 
Näytteiden kidemuotoa ja amorfisuutta määritettiin röntgendiffraktometrillä (XRPD, X-ray 
powder diffraction) (Diffractometer Philips X’Pert PRO, PANalytical, Hollanti). XRPD-
mittaus perustuu röntgensäteilyn taipumiseen eli diffraktioon kiteen atomeja ympäröivistä 
elektroneista, jolloin kiteen muodosta riippuen röntgenaallot joko vahvistavat tai 
heikentävät toisiaan. Röntgensäteen diffraktion seurauksena säteilyn intensiteetti eri 
heijastuskulmissa on erilainen, mistä voidaan päätellä jauheen kiteisyyttä ja morfologiaa. 
Sekä verrokkinäytettä että märkää saostumaa levitettiin niiden pienen määrän vuoksi 0-
näytealustalle kidemuodon määrittämiseksi.  Lisäksi märän saostuman annettiin kuivua ja 
kuivuneesta saostumasta määritettiin samoin kidemuoto, jotta saatiin selville muuttuuko 
kidemuoto saostuman kuivuessa ja ovatko kuivasta saostumasta 
pyyhkäisyelektronimikroskoopilla otetut kuvat relevantteja kuvaamaan dissoluutiokokeissa 
muodostuvaa saostumaa. 
XRPD:n lisäksi näytteitä tutkittiin pyyhkäisyelektroni- (SEM, scanning electronmicroscope) 
(Scanning electron microscope JSM-7401F, Jeol, Japani) ja valomikroskoopilla. SEM:lla 
oli mahdollista tutkia vain verrokkinäytteitä eli alkuperäisiä lääkeainejauheita sekä 
kuivattua saostumaa, koska laitteella ei voida tutkia märkiä näytteitä. Morfologian 
selvittämiseksi näytteet kiinnitettiin kaksipuolisen teipin avulla näytepidikkeeseen ja 
päällystettiin platinapalladiumilla, jotta näytteet eivät varaudu laitteessa. 
Valomikroskoopilla voidaan sen sijaan tutkia myös märkiä näytteitä, joten sillä tutkittiin 







In vivo –tilanteessa saostunut lääkeaine voi liueta uudelleen ohutsuolessa ja tämän 
uudelleenliukenemisen nopeusvakiota analysoitiin läpivirtausdissoluution (Dissolution 
testing unit SOTAX CE7 smart, Piston pump SOTAX CP 7-35, Fraction collector SOTAX 
C 615 ja Win SOTAX Dissolution software Version 2.5.X, Sveitsi) avulla. Dipyridamoli, 
ketokonatsoli ja yhdiste A liukenivat nopeasti ja kokonaan annoksesta riippumatta FeSSIF-
liuokseen, joten läpivirtausdissoluutiossa käytettiin väliaineena vain FaSSIF:a edustamaan 
niin kutsuttua worst case -tilannetta. Fysikaalisten tutkimusten tulosten perusteella 
päädyttiin tutkimaan sekä saostuman että alkuperäisen jauheen eli verrokin liukenemista 
(n=3). Alkuperäinen lääkeaine haluttiin ottaa mukaan, jotta voitiin arvioida fysikaalisten 
ominaisuuksien, kuten kidemuotojen ja kiteisyyden, vaikutusta liukenemisnopeuteen. 
Lisäksi mikrodissoluutiokokeidenkin perusteella voitiin todeta, että lääkeaineet eivät 
välttämättä ehdi liueta kokonaan mahavaiheessa, kun sen pH on korkea esimerkiksi muun 
lääkityksen tai iän vuoksi. Tällöin ohutsuoleen siirtyy saostuman lisäksi myös 
liukenematonta lääkeainetta eli verrokkia, jonka liukenemista ohutsuolessa voitiin myös 
tutkia tällä menetelmällä.  
Dissoluutiokoetta varten valmistettiin saostumaa samalla tavoin kuin fysikaalisiin 
tutkimuksiin. Noin 500 mg lääkeainetta liuotettiin 25 ml:aan SGF pH 1,2 –liuosta, johon 
lisättiin 25 ml konsentroitua FaSSIF:a. Muodostunut saostuma otettiin talteen ja lisäksi 
neste sentrtifugoitiin mahdollisimman suuren saannon varmistamiseksi. Määritettyjen 
liukoisuuksien perusteella 50 ml:aan FaSSIF:a liukenee korkeintaan vain muutama 
milligramma kaikkia tutkittuja lääkeaineita. Dissoluutiokokeiden perusteella voitiin olettaa, 
että liuos pysyy jonkin verran ylikylläisenä, mutta silti suurin osa lääkeaineesta saostuu. 
Muodostunut saostuma jaettiin kolmeen osaan ja kukin sekoitettiin lusikalliseen pieniä 
lasihelmiä (⌀ 1 mm). Seos laitettiin isoihin (⌀ 22,6 mm) läpivirtausdissoluutiokennoihin 




Verrokkikennot rakennettiin samoin, mutta kutakin kennoa varten punnittiin noin 100 mg 
kuivaa jauhetta, joka sekoitettiin lasihelmiin. Koska kokeella haluttiin selvittää ennen 
kaikkea saostuman ja jauheen uudelleenliukenemisnopeutta, ei saostuman sisältämän 
lääkeaineen tarkkaa milligrammamäärää tarvinnut tietää. Kennoihin laitettiin suodattimet 
(GF/D, 25 mm, Whatman, Englanti) estämään liukenemattoman lääkeaineen pääsyn pois 
kennoista.  
Menetelmässä käytettiin virtausnopeutta 8 ml/min (±5 %), joka tarkistettiin ennen kokeen 
suorittamista. Väliaineen lämpötila oli koko kokeen ajan +37 °C. Fraktioita kerättiin 
ensimmäisen 15 minuutin aikana 5 minuutin välein. Sen jälkeen 15 minuutin välein tuntiin 
asti ja seuraavat kaksi tuntia puolen tunnin välein. Koe kesti siis kokonaisuudessaan kolme 
tuntia ja fraktioita muodostui 10 jokaiselle kanavalle. Fraktiot olivat tilavuudeltaan 40 ml, 
jonka laite keräsi tasaisesti koko mittausaikaväliltä. Näytteet suodatettiin 45 µm 
suodattimilla (Distek, USA) ennen niiden analysointia HPLC:n (Agilent technologies, 1200 
series, Saksa) avulla UV-detektorilla. Analyysimenetelmien soveltuvuus testattiin kullakin 
lääkeaineella ennen varsinaisia määrityksiä. 
Dipyridamolin pitoisuusmäärityksiin käytettiin käänteisfaasikromatografiaa C18-kolonnilla 
(SunFire C18, 150 x 4.6 mm, 3,5 µm, Waters, Irlanti). Gradienttiajossa käytettiin 
ajoliuoksina 20 mM fosfaattipuskuria pH 2,1 (0 min 95 %  10 min 10 %  13 min 10 % 
 14 min 5 %) sekä asetonitriiliä. Virtausnopeus oli 0,8 ml/min, injisointitilavuus 10 µl ja 
mittausaallonpituus 240 nm.  
Ketokonatsolin pitoisuudet määritettiin myös käänteisfaasikromatografialla C18-kolonnilla 
(Kinetex 2.6 µm C18 100A, 100 x 3.00 mm, Phenomex, USA). Gradienttiajossa käytettiin 
ajoliuoksina 10 mM fosfaattipuskuria pH 7,4 (0 min 95 %  10 min 20 %  12 min 20 % 
 13 min 95 %) sekä asetonitriiliä. Virtausnopeus oli 0,8 ml/min, injisointitilavuus 5 µl ja 
mittausaallonpituus 285 nm.  
Yhdiste A:n HPLC-menetelmässä käytettiin isokraattista ajoa eli ajoliuos koostui koko ajon 




(SunFire C18, 150 x 4.6 mm, 3,5 µm, Waters, Irlanti). Virtausnopeus oli 1 ml/min, 
injisointitilavuus 20 µl ja mittausaallonpituus 274 nm.  
 
5.3.8 Tulosten analysointi 
 
Rinnakkaisten näytteiden pienen määrän (n=2 tai 3) vuoksi dissoluutiokokeista saatuja 
tuloksia ei analysoitu tilastollisilla menetelmillä. Tilastollisesti merkittävien erojen 
tutkimisen sijaan menetelmillä pyrittiin selvittämään ilmiöitä ja saada suuntaa antavia 
tuloksia siitä, miten dissoluutio-olosuhteet vaikuttavat tutkittavien lääkeaineiden 
käyttäytymiseen. Tulosten merkittävyyttä in vivo -tilanteiden ennustamiseksi arvioidaan 
vasta, kun tulokset on yhdistetty farmakokineettiseen mallinnusohjelmaan sekä verrattu in 
vivo –dataan. 
 
5.4 Tulokset ja tulosten tarkastelu 
 
5.4.1 Lääkeaineiden liukoisuudet 
 
Lääkeaineiden liukoisuudet kolmen tunnin shake flask -menetelmällä kaikkiin käytettyihin 
väliaineisiin on esitetty taulukossa 7. Koska liukoisuusmääritysten haluttiin olevan 
vertailukelpoisia dissoluutiokokeiden kanssa, nekin tehtiin kuituoptiikkaa sekä samoja 
standardeja ja samankokoisia valoteitä käyttäen. Liukoisuus määritettiin vain 1000 µg/ml 
asti, sillä sitä suuremmilla liukoisuuksilla ei ole juurikaan merkitystä in vivo –tilanteessa, 






Taulukko 7. Lääkeaineiden liukoisuudet eri väliaineisiin (µg/ml), keskiarvo (n=3) 
 Dipyridamoli Ketokonatsoli Yhdiste A 
SGF pH 1.2 >> 1000 >> 1000 >> 1000 
SGF pH 4.0 51 42 36 
Puskuri pH 5.0 91 92 805 
FaSSGF pH 1.6 > 1000 > 1000 > 1000 
FeSSGF pH 5.0 175 477 >1000 
FaSSIF pH 6.5 13 23 73 
FeSSIF pH 5.0 313 313 832 
 
Yleisesti voidaan sanoa, että liukoisuusmääritysten tulokset vaihtelevat käytettävästä 
menetelmästä, olosuhteista ja lääkeaine-erästä riippuen. Liukoisuustulos voi tutkimuksesta 
riippuen olla jopa kaksinkertainen, mutta arvioitaessa käyttäytymistä in vivo tarkkaa 
numeerista arvoa tärkeämpää on saada suuntaa antavat ja keskenään vertailukelpoiset arvot 
eri liuoksissa. Tuloksia arvioitaessa on ymmärrettävä käytetyn menetelmän virherajat sekä 
tuloksien tarkkuus. Kirjallisuudesta löytyneet arvot dipyridamolin liukoisuudelle 
FaSSIF:iin (noin 16 µg/ml; 25 µg/ml; 12 µg/ml) ja FeSSIF:iin (noin 250 µg/ml; 400 µg/ml) 
ovat linjassa taulukossa 7 esitettyjen tulosten kanssa (Kostewicz ym. 2002; Gu ym. 2005; 
Kalantzi ym. 2006b). Vastaavalla tasolla ovat kirjallisuusarvot myös ketokonatsolin 
liukoisuudelle FaSSIF:iin (noin 20 µg/ml) ja FeSSIF:iin (noin 500 µg/ml) (Kalantzi ym. 
2006b). Dipyridamolin liukoisuuden SGF pH 1,2 –liuokseen on tutkittu olevan suurempi 
kuin FaSSGF-liuokseen, vaikka molemmissa liukoisuus on useita milligrammoja 
millilitraan (Vertzoni ym. 2007). pH:n vaikutus liukoisuuteen näkyy selkeästi liuosten SGF 
pH 1,2 ja pH 4,0 tulosten välillä.  
Yllättävää oli, että lääkeaineet liukenivat paremmin asetaattipuskuriin pH 5,0 kuin SGF pH 
4,0, vaikka pKa-arvojen mukaan liukoisuuden oletettiin olevan pienempi emäksisemmässä 
liuoksessa. Toisaalta yhdiste A:n pKa-arvot ovat 7,8 ja 9,8, joten niiden perusteella 
lääkeaine on hyvin ionisoitunut jo pH:ssa 5, mikä selittänee sen suurempaa liukoisuutta 
puskuriin pH 5,0, FeSSIF:iin ja FeSSGF:iin verrattuna dipyridamolin (pKa 1,9 ja 6,5) ja 




Mikrodissoluutiokokeiden perusteella määritetyt liukoisuudet SGF pH 4,0 –liuokseen olivat 
aliarvioituja. Liuosten pH:ita ei mitattu uudelleen kolmen tunnin jälkeen ennen 
pitoisuuksien määritystä, joten on mahdollista, että tilavuuteen nähden suuri määrä 
emäksistä lääkeainetta aiheutti liuoksen pH:n nousemista liukoisuusmäärityksen aikana. 
Kuituoptinen mittaus ei soveltunut lääkeainepitoisuuden määrittämiseen suoraan FeSSGF-
liuoksesta, sillä rasvainen maito aiheutti peilipintojen likaantumisen ja valon siroamista. 
Tämän vuoksi liuos vaati suodattamisen lisäksi esikäsittelyä, jotta proteiinit ja rasvat saatiin 
erotettua näytteestä ennen mittausta. Myös HPLC-määritystä varten olisi vastaavat 
esikäsittelyt pitänyt tehdä (Shono ym. 2009). Suodattaminen tehtiin proteiinien vuoksi 
suuremman huokoskoon (1,5 µm) suodattimella, jolloin myös liukenematonta lääkeainetta 
saattoi päästä suodokseen. Proteiinien saostamiseksi suodokseen lisätty asetonitriili toimii 
myös lääkeaineiden liuottimena, mikä voi osaltaan parantaa liukoisuutta ja siten vääristää 
tuloksia. Sentrifugoinnin jälkeen näytteissä oli kolme faasia, joista päällimmäisestä 
mitattiin lääkeainepitoisuus. Tämä arvo kerrottiin vielä kolmella lopullisen 
liukoisuustuloksen saamiseksi, sillä näyte oli laimennettu asetonitriilillä. Kun tämä lasku 
otettiin huomioon, saatiin yhden näytteen perusteella yhdiste A:n liukoisuudeksi suurempi 
arvo kuin mitä olisi ollut mahdollista, jos lääkeaine olisi ollut tasaisesti liuenneena koko 
näytteeseen. Tämä viittasi siihen, ettei lääkeaine ollut jakautunut homogeenisesti koko 
näytteeseen vaan yhden faasin konsentraatio oli suurempi kuin muiden. Olikin epävarmaa, 
olivatko lääkeaineet todella tässä vesipitoisessa faasissa vai oliko lääkeainetta lisäksi myös 
esimerkiksi rasvafaasissa molekyylien korkeiden logD–arvojen vuoksi. Liukoisuustulokset 
FeSSGF-liuokseen eivät ole kovin luotettavia edellä mainituista syistä.  
Jos liukoisuus halutaan määrittää ilman monimutkaista ja häiritsevää näytteenkäsittelyä, 
tulisi käyttää esimerkiksi potentiometriaan perustuvaa mittausmenetelmää tai 
ioniselektiivistä elektrodia (Peeters ym. 2008; Juenemann ym. 2011). Sen avulla on 
onnistuttu määrittämään liukoisuuksia suoraan myös FeSSGF-liuoksesta, mutta menetelmä 
ei sovellu neutraaleille eikä hyvin niukkaliukoisille lääkeaineille. Toisaalta on erittäin 
haastavaa arvioida miten lääkeaineet todella liukenevat ruoansulatusvaiheessa, jolloin itse 




kannalta (Dressman ym. 2007; Wagner ym. 2012). On tutkittu, että dipyridamolin ja 
ketokonatsolin liukoisuutta mahassa tunnin ruokailun jälkeen voidaan arvioida parhaiten 
maidolla, jota on käsitelty pepsiinillä ja lipaasilla (Diakidou ym. 2009). Käsittelemättömän 
FeSSGF-liuoksen todettiin aliarvioivan lääkeaineiden liukoisuutta in vivo. Tämä on 
kuitenkin lääkeainekohtaista.  
Yksinkertaisempana vaihtoehtona biorelevantille FeSSGF-liuokselle käytettiin 
asetaattipuskuria pH 5,0. On kuitenkin todettu, että ruoansulatusvaiheen mahassa 
liukoisuuteen vaikuttavat enemmän muut komponentit kuin pH, joten liuosta ei välttämättä 
voida pitää kovin relevanttina (Diakidou ym. 2009). Tässä tutkimuksessa liukenemiskokeet 
tehtiin kuitenkin lähinnä pohjatiedoksi dissoluutiokokeita varten eikä niillä pelkästään ollut 
tarkoitus arvioida lääkeaineiden liukoisuutta elimistössä. Vasta, kun tiedot saadaan 
yhdistettyä farmakokineettiseen mallinnukseen ja in vivo -dataan, voidaan vetää 
johtopäätöksiä siitä, kuinka paljon merkitystä on liukoisuusmäärityksillä sekä niiden 
mahdollisesti yli- tai aliarvioivilla tuloksilla. 
 
5.4.2 Kaksivaiheinen mikrodissoluutiokoe – SGF pH 1,2 ja FaSSIF pH 6,5 
 
Kaikkien tutkittujen lääkeaineiden liukoisuus SGF pH 1,2 –liuokseen oli hyvin korkea, yli 
1 mg/ml, ja FaSSIF-liuokseen kaikkein pienin. Tämän vuoksi normaalia paastovaihetta 
simuloivan dissoluutiokokeen oletettiin aiheuttavan eniten lääkeaineiden saostumista. Tämä 
valittiin vertailukohteeksi kaikille muille dissoluutiokokeille.  
Dissoluutiokokeen alussa gelatiinikapselit hajosivat nopeasti ja kaikista 
dipyridamoliannoksista (1,5 mg, 2,25 mg ja 3,0 mg, n=2) liukeni 15 minuutissa vähintään 
90 prosenttia (Kuva 10). Pienimmällä vahvuudella tulokseksi saatiin mahavaiheessa yli 
120 % liukeneminen. Mahdollisena virhelähteenä voidaan pitää punnitusta, sillä punnittu 
lääkeainemäärä oli alle vaa’an kalibrointirajan. Heti FaSSIF-lisäyksen jälkeen pitoisuudet 
laskivat, mutta lääkeannoksista pysyi silti liuenneena noin 80 % ja pienimmästä 




tunnin kohdalla 102 %, mutta yli 100 %:n liukenemistulos johtuu todennäköisimmin 
nesteen haihtumisesta pitkän dissoluutiokokeen aikana avonaisista dissoluutioputkista. 
Voidaan kuitenkin todeta, ettei pienin vahvuus saostu ollenkaan, vaan muodostaa 
ylikylläisen liuoksen, jonka pitoisuus (noin 50 µg/ml) on yli kolminkertainen 
liukoisuusmääritykseen (13 µg/ml) verrattuna. Keskimmäinen vahvuus alkoi saostua noin 
10 tunnin kohdalla ja 20 tunnin mittauspisteellä liuenneena oli enää 58 % annoksesta (44 
µg/ml). Suurin vahvuus alkoi saostua nopeimmin, jo 3 tunnin kohdalla, ja tasaantumisvaihe 
eli niin kutsuttu plateau-taso (liuennut noin 35 %; 35 µg/ml) saavutettiin 13 tunnin kohdalla 
eli saostuminen tapahtui myös nopeammin kuin keskivahvuudella. Lääkeainemäärällä oli 





Kuva 10. Dipyridamolikapseleista liuenneen lääkeaineen osuus ajan suhteen kaksivaiheisessa 
mikrodissoluutiokokeessa, 0-30 min 15 ml SGF pH 1,2 ja 30-1200 min 30 ml FaSSIF, 300 rpm, 1 mm:n 
valotie. Lääkeainemäärä 1,5 mg, 2,25 mg ja 3,0 mg (n=2). Pienemmässä kuvassa suurennos 












































Ketokonatsoliannoksista liukeni jo 5 minuutissa vähintään 90 %. Myös tässä pienimmillä 
annoksilla mitattiin yli 100 %:n liukenemista. Spektrit olivat hyviä mahanestettä 
simuloivassa vaiheessa, mutta FaSSIF-lisäyksen jälkeen niistä tuli epätarkkoja ja 
lääkeaineen spektri jäi liuoksen taustavaikutuksen alle, minkä vuoksi tuloksia ei voida pitää 
valideina. Ensimmäisessä mittauspisteessä FaSSIF-lisäyksen jälkeen spektrit olivat vielä 
kohtuullisia ja pienimmästä vahvuudesta pysyi liuenneena 100 %, keskivahvuudesta 98 % 
ja suurimmasta 80 %.  
Yhdiste A liukeni myös nopeasti 10 minuutissa vähintään 90-prosenttisesti annoksesta 
riippumatta. FaSSIF-lisäys aiheutti lääkeaineen saostumista heti myös pienimmästä 
vahvuudesta, mutta pitoisuus vielä nousi loppua kohden. 20 tunnin kohdalla liuenneena oli 
95 % annoksesta eli liuoksen pitoisuus oli 2,5-kertainen liukoisuuteen nähden. 
Keskivahvuus asettui FaSSIF-lisäyksen jälkeen ensin kuin plateau-tasolle (liuenneena noin 
85 %), mutta alkoi kahden tunnin kohdalla saostua aina noin 10 tuntiin saakka ja lopussa 
liuenneena oli enää puolet annoksesta. Dipyridamolin tavoin myös yhdiste A:n suurin 
annos saostui nopeimmin ja jyrkästi aina 7 tuntiin asti. Lopussa liuenneena oli vain 40 % 
annoksesta, vaikka liuos olikin ylikylläinen. 
On todettu, että SGFSLS ja SGFTriton yliarvioivat emästen liukoisuutta ja USP:n SGF-liuos 
taas aliarvioi sitä (Vertzoni ym. 2005; Vertzoni ym. 2007; Bevernage ym. 2012b). 
Kliinisillä annoksilla tällä ei juurikaan ole merkitystä, sillä lääkeaineiden annos-liukoisuus 
–suhde on pieni (alle 1 ml). Tämän vuoksi voidaan myös olettaa, ettei mahan tai 
dissoluutiokokeen väliaineen pH merkittävästi nouse liukenemisen seurauksena. 
Käytettävät lääkeainemäärät olivat kuitenkin niin suuria, että liukoisuustuloksien 
perusteella pienimpienkin annoksien olisi pitänyt saostua ohutsuolivaiheessa. Mitä 
pienempi annos oli, sitä pidempään ylikylläinen liuos kuitenkin säilyi. Tämän voidaan 
olettaa johtuvan siitä, että mitä vähemmän liuoksessa on partikkeleita suhteessa tilavuuteen, 
sitä epätodennäköisemmin ne törmäävät toisiinsa ja muodostavat kiteitä. Lisäksi 
pienemmillä lääkeainemäärillä FaSSIF-liuoksen sisältämät misellit riittävät paremmin 
solubilisoimaan liuosta ja ehkäisemään saostumista. Ylikylläisen tilan romahtamiseen 




lääkeainekiteet voivat edistää saostumista ohutsuolessa (Psachoulias ym. 2011). 
Huomioitava on, että väliainetta haihtui yli 20 tunnin kokeen aikana noin 3 ml eli 10 %, 
mikä voi johtaa pitoisuuksien yliarvioimiseen kokeen loppupuolella. Vaikka menetelmä 
onkin yksinkertaistettu malli, saatiin sillä kuitenkin selkeästi esille lääkeainemäärän 
vaikutus saostumisilmiöön. 
 
5.4.3 Kaksivaiheinen mikrodissoluutiokoe – FaSSGF pH 1,6 ja FaSSIF pH 6,5 
 
FaSSGF-liuoksen pH poikkeaa SGF pH 1,2 –liuoksesta, mutta lisäksi FaSSGF sisältää 
lesitiiniä ja natriumtaurokolaattia. Kun dissoluutiokokeen ensimmäisessä vaiheessa 
käytettiin SGF-liuoksen sijasta FaSSGF-liuosta, joka sisältää SIF-jauhetta vain 0,06 g/litra, 
liuokset pysyivät kauemmin ylikylläisinä. Useissa tutkimuksissa on osoitettu ohutsuolen 
komponenttien suuri merkitys lääkeaineiden liukenemiseen, mutta myös mahanestettä 
simuloivissa väliaineissa olevilla pinta-aktiivisilla aineilla on merkitystä (Vertzoni ym. 
2005). Erityisesti näiden aineiden laadulla on vaikutusta ja onkin todettu, että vain 
fysiologisia aineita sisältävä FaSSGF simuloi parhaiten tilannetta mahassa. Heikkojen 
emästen liukenemisnopeuteen happamassa liuoksessa ei pinta-aktiivisilla aineilla 
välttämättä ole suurtakaan vaikutusta ellei kyseessä ole huonosti kostuva lääkeaine 
(Vertzoni ym. 2007).  
Dipyridamoli liukeni nopeasti 10 minuutissa yli 90 %, paitsi toinen 1,5 mg sisältävistä 
kapseleista. Tämän kapselin dissoluutiokuvaaja poikkesi aluksi huomattavasti 
rinnakkaisesta näytteestään, mutta kokeen loppupuolella molempien pitoisuus pysyi 
samalla tasolla. Epäiltiin, että peilin likaisuus oli syynä alkuvaiheen tuloksiin tai että 
liuokseen oli jäänyt kostumatonta jauhetta, joka liukeni vasta myöhemmässä vaiheessa. 
Kaiken kaikkiaan FaSSGF:a käytettäessä rinnakkaiset määritykset poikkesivat enemmän 
toisistaan kaikilla vahvuuksilla kuin SGF-liuosta käytettäessä. Edellisestä poiketen tässä 
kokeessa yli 100 %:n liukenemista mitattiin keskimmäiselle vahvuudelle. Miniatyrisoitu 
menetelmä on siis suhteellisen herkkä ja rinnakkaisia määrityksiä tulisi tehdä enemmän 




vastaavalle tasolle kuin SGF pH 1,2 –liuosta käytettäessäkin. Misellinmuodostajien 
lisääminen väliaineeseen kuitenkin näkyi siinä, että liuokset pysyivät kauemmin 
ylikylläisinä. Keskivahvuudesta toinen ei alkanut ollenkaan saostua FaSSIF-lisäystä 
seuranneen nopean saostumisen jälkeen, vaan 20 tuntiin asti liuenneena pysyi yli 80 % 
annoksesta. Toinen alkoi hitaasti saostua viimeisen tunnin aikana, mutta siitäkin liuenneena 
pysyi yli 70 %. Suurin vahvuus alkoi saostua vasta noin 7 tunnin kohdalla ja saavutti noin 
16 tuntiin mennessä plateau-pitoisuuden 40 µg/ml (40 % liuenneena). Saostuminen tapahtui 
siis lähes yhtä nopeasti ja samalle tasolle kuin SGF-liuosta käytettäessä, mutta neljä tuntia 
myöhemmin. Ohutsuolivaiheessa rinnakkaisten määritysten erot olivat selkeästi pienempiä 
kuin mahavaiheessa. 
Mittausteknisistä ongelmista, kuten suuren taustavaikutuksen ja spektrien liikkumisen 
vuoksi, johtuen ketokonatsolille ei mitattu valideja pitoisuustuloksia ensimmäisen tunnin 
jälkeen. Tälläkin lääkeaineella vaihtelu rinnakkaisten määritysten välillä oli suurempaa 
käytettäessä FaSSGF:a kuin SGF:a. Mahavaiheessa pienimmät vahvuudet liukenivat yli 
100-prosenttisesti, kun taas keskivahvuudesta liukeni puolessa tunnissa vain noin 80 % ja 
suurimmasta vahvuudesta noin 86 %. FaSSIF-lisäyksen jälkeen suurimpien vahvuuksien 
liuennut osuus jopa kasvoi reiluun 90 prosenttiin, mutta kaiken kaikkiaan spektrien 
epätarkkuutta voidaan pitää todennäköisenä syynä kyseenalaisiin tuloksiin.  
Yhdiste A:n kaikista vahvuuksista liukeni 15 minuutissa yli 90 %, kun mahavaiheessa 
käytettiin väliaineena FaSSGF-liuosta. Myös FaSSIF-lisäyksen jälkeen kaikki vahvuudet 
pysyivät pitkään yli 90 % liuenneina eli paljon pidempään kuin aikaisemmassa kokeessa 
(Kuva 11). Pienin vahvuus ei saostunut ollenkaan. Keskivahvuus alkoi saostua vasta 12 
tunnin jälkeen ja suurinkin vahvuus vasta noin 6 tunnin jälkeen. Suurin vahvuus kuitenkin 
asettui 20 tunnin ajon aikana samaan plateau-pitoisuuteen (noin 150 µg/ml) kuin 
käytettäessä väliaineina SGF pH 1,2 ja FaSSIF:a. Keskivahvuus ei ehtinyt saavuttaa 





Kuva 11. Yhdiste A:n keskivahvuuden (9,0 mg) ja suurimman vahvuuden (12,0 mg) liuennut osuus 
(keskiarvo ± vaihteluväli, n=2) ajan suhteen mikrodissoluutiokokeissa, joissa käytettiin mahanestettä 
simuloivana väliaineena joko FaSSGF pH 1,6 tai SGF pH 1,2. Ohusuolivaiheessa käytettiin FaSSIF:a ja 
muutkin parametrit olivat samoja.  
 
Näiden tulosten perusteella tulisi paastovaiheen mahanestettäkin simuloida biorelevantilla 
väliaineella, mikäli halutaan arvioida lääkeaineiden saostumispotentiaalia in vitro. Toisaalta 
pelkästään näiden in vitro –dissoluutiokokeiden perusteella ei voida vielä arvioida, mikä 
mahanestettä simuloivista väliaineista simuloi parhaiten tilannetta in vivo, koska siihen 
vaikuttavat monet muutkin muuttujat, kuten mahan tyhjenemisnopeus sekä tilavuus 
ohutsuolessa. Lisäksi vasta farmakokineettisen mallinnusohjelman avulla voidaan laskea, 
miten suuri merkitys todella on sillä, saostuuko lääkeaine dissoluutiokokeessa kolmen vai 
seitsemän tunnin jälkeen. Lääkeainemäärän vaikutus saatiin kuitenkin selkeästi esille sekä 
biorelevanttia FaSSGF pH 1,6 –liuosta että SGF pH 1,2 –liuosta käyttämällä. 
 
5.4.4 Kaksivaiheinen mikrodissoluutiokoe – SGF pH 4,0 ja FaSSIF pH 6,5 
 
Dipyridamolista liukeni SGF pH 4,0 –liuokseen puolessa tunnissa kaikista vahvuuksista 
alle 0,9 mg (keskiarvopitoisuus noin 50 µg/ml). Tämä on sama kuin 


































lääkeaine ei ollut vielä saavuttanut plateau-pitoisuutta ja olisi saattanut liueta vielä 
enemmän, jos mahavaihetta olisi jatkettu kauemmin. FaSSIF-lisäyksen jälkeen kaikki 
vahvuudet saostuivat hieman ja pitoisuus pysyi 20 tuntiin asti noin 18 µg/ml:ssa. Koska 
liukoisuus SGF pH 4,0 –liuokseen oli korkeampi kuin FaSSIF:iin (13 µg/ml), pysyi liuos 
ylikylläisenä ohutsuolivaiheessakin. Pitoisuus oli kuitenkin paljon pienempi verrattuna 
tilanteeseen happaman mahavaiheen jälkeen. Prosentuaalisesti pienimmästä vahvuudesta 
pysyi liuenneena suurin määrä, vaikka siitäkin vain 35 %, ja vastaavasti suurimmasta 
vahvuudesta vielä vähemmän, vain 18 %. Lääkeaineannoksen vaikutus tuli siis esille lähes 
yhtä selkeästi kuin käytettäessä SGF pH 1,2 ja FaSSIF-liuoksia (Kuva 12). Tässä kokeessa 
kuitenkin liuennut lääkeainemäärä ohutsuolivaiheessa oli sama vahvuudesta riippumatta, 
toisin kuin happaman mahavaiheen jälkeen. Vaihtelu rinnakkaisten määritysten välillä oli 
pientä verrattuna annosten välisiin eroihin. 
 
Kuva 12. Liuennut lääkeaineosuus 1,5 mg:n, 2,25 mg:n ja 3,0 mg:n dipyridamolikapseleista, kun 
mahavaiheessa käytettiin joko SGF pH 1,2 (siniset) tai SGF pH 4,0 (punaiset). Ohutsuolivaiheessa 
molemmissa käytettiin FaSSIF pH 6,5 –liuosta (keskiarvo ± vaihteluväli, n=2). 
 
Yhdiste A sitä vastoin ehti saavuttaa plateau-pitoisuuden SGF pH 4,0 –liuoksessa puolessa 
tunnissa. Pienimmästä vahvuudesta liukeni 30 % (118 µg/ml), keskivahvuudesta 17 % (101 
µg/ml) ja suurimmasta 13 % (102 µg/ml). Nämä pitoisuudet olivat lähes kolminkertaisia 

























1,5 mg SGF pH 1,2+ FaSSIF
2,25 mg SGF pH 1,2+ FaSSIF
3,0 mg SGF pH 1,2+ FaSSIF
1,5 mg SGF pH 4,0+ FaSSIF
2,25 mg SGF pH 4,0+ FaSSIF




korkeampi ohutsuolen nesteitä simuloivaan FaSSIF:iin kuin mahavaiheen väliaineeseen, 
pitoisuudet poikkeuksellisesti nousivat FaSSIF-lisäyksen jälkeen. Pitoisuudet asettuivat 
vahvuudesta riippumatta lähelle liukoisuustulosta heti 40 minuutin kohdalla ja pysyivät 
siinä aina 20 tuntiin asti. Tämän tuloksen perusteella voidaan olettaa, että vaikka 
misellinmuodostajat pitävät liuoksen hyvinkin ylikylläisenä, ne eivät pysty pitoisuutta 
ylikylläiseksi nostamaan, jos liukoisuus aikaisemmassa vaiheessa on vielä pienempi. 
Mahan pH voi erinäisistä syistä olla tavallista korkeampi, millä voi näidenkin tulosten 
perusteella olla suuri vaikutus heikkojen emästen liukenemiseen. Lääkeaineista liukeni 
SGF pH 4,0 –liuokseen vain pieni osa, mutta liukoisuusmääritys aliarvioi niiden 
liukenemista dissoluutiokokeessa. Toisaalta ketokonatsoli liukeni 
tasapainoliukoisuustulokseen verrattuna hyvin hitaasti SGF pH 4,0 –liuokseen eikä sillä 
siten saatu luotettavia tuloksia dissoluutiokokeen lyhyen mahavaiheen aikana. Mahan 
korkean pH:n seurauksena lääkeainepitoisuus ohutsuolen nesteitä simuloivassa väliaineessa 
pysyi paljon pienempänä, mikä on huomattu myös aikaisemmissa, sekä in vivo että in vitro 
–tutkimuksissa (Russell ym. 1994; He ym. 2004; Gu ym. 2005). Yhdiste A:n kohdalla 
huomattiin, että kun liukoisuus mahanestettä simuloivaan liuokseen on pienempi kuin 
ohutsuolen nesteitä simuloivaan väliaineeseen, ei annoksen suurentaminen lisää 
ohutsuolivaiheessa liuenneena olevan lääkeaineen määrää. Mitä isompi oli annos, sitä 
pienempi oli liuenneen lääkeaineen prosentuaalinen osuus. Toisaalta korkeampi pH 
hidastaa mahan tyhjenemistä, millä voinee olla merkitystä mahassa saavutettavaan 
liuenneen lääkeaineen määrään ja siten myös ylikylläisyysasteeseen ohutsuolessa (Russell 
ym. 1994). Esimerkiksi dipyridamolipitoisuus ohutsuolen nesteitä simuloivassa 
väliaineessa olisi voinut olla korkeampi, jos mahavaihetta olisi jatkettu pidempään. 
Jatkotutkimuksilla tulisikin selvittää, mikä aikaikkuna maha- ja ohutsuolivaiheessa in vitro 
vastaa läpikulkuaikaa in vivo. Lisäksi voitaisiin tutkia biorelevantin liuoksen käyttöä myös 
emäksisemmän mahan simuloimiseen, jotta selviäisi aliarvioiko SGF pH 4,0 –liuos 
lääkeaineiden liukenemisnopeutta. Huomioitava on, että tämä kaksivaiheinen 




ohutsuolesta, joten suoraan ei voida päätellä, että imeytyvä lääkeainemäärä olisi sama 
annoksesta riippumatta.  
 
5.4.5 Kaksivaiheinen mikrodissoluutiokoe – Asetaattipuskuri pH 5,0 ja FeSSIF pH 5,0 
 
Dipyridamoliannoksista ehti puolen tunnin mahavaiheen aikana liueta asetaattipuskuriin pH 
5,0 vain noin 1 mg, mutta plateau-pitoisuutta ei ollut vielä saavutettu. Liukoisuus 
asetaattipuskuriin oli paljon suurempi, joten voidaan päätellä, että täydellinen liukeneminen 
olisi vaatinut pidemmän ajan. Tällä ei kuitenkaan näyttänyt olevan vaikutusta pitoisuuteen 
ohutsuolen nesteitä simuloivassa liuoksessa, sillä FeSSIF-lisäyksen jälkeen kaikki 
vahvuudet liukenivat täydellisesti. Liuenneen osuuden määrä kasvoi pikkuhiljaa 20 tuntia 
kohden, jolloin pienimmistä vahvuuksista mitattiin yli 100 % liukenemista. Jos 
huomioidaan nesteen haihtuminen (noin 3 ml), on vapautunut lääkeainemäärä pienempi. 
Tämän perusteella suurimmat vahvuudet eivät olisi liuenneet täydellisesti 20 tuntiin 
mennessä. Isoilla lääkeainemäärillä myös liukoisuus voi alkaa rajoittaa lääkeaineen 
liukenemista, sillä kyse ei ole enää sink-olosuhteista (vähintään 3-kertainen tilavuus 
liukoisuuteen nähden). 
Yhdiste A:n mikrodissoluutiokoe eteni hyvin samalla tavalla. Tosin jo mahavaiheessa 
kaikista vahvuuksista liukeni ainakin 90 % ja FeSSIF-lisäyksen jälkeen liukeni vielä 
enemmän eli saostumista ei havaittu millään vahvuudella. Myös yhdiste A:lla pienimmästä 
vahvuuksista mitattiin yli 100 % liukeneminen 20 tunnin kohdalla. 
Ketokonatsolilla mikrodissoluutiokokeesta ei saatu luotettavia tuloksia mahavaiheessa. 
Syynä pidettiin lääkeaineen hyvin hidasta liukenemista asetaattipuskuriin pH 5,0. Voidaan 
kuitenkin olettaa, että lääkeaine liukenee hyvin ruoansulatusvaiheessa in vivo, koska 
lääkeaineen liukoisuus ohutsuolen nesteitä simuloivaan FeSSIF-liuokseen on hyvä. Lisäksi 
viipymisaika mahassa voi olla pidempi ja ruoan rasvakomponenteilla voi olla positiivinen 




Ruoansulatusvaiheessa ohutsuolessa on paljon sappisuoloja ja ruoansulatusentsyymejä, 
jotka parantavat lääkeaineiden kostumista ja liukoisuutta (Kostewicz ym. 2004). Näiden 
vaikutus liukenemiseen on merkittävä, mikä huomattiin myös näissä dissoluutiokokeissa. 
Suurimmistakaan vahvuuksista ei saostunut lääkeainetta ohutsuolen nesteitä simuloivassa 
väliaineessa. Tähän tulokseen on päästy myös dipyridamolilla tehdyllä 
monikomponenttidissoluutiokokeella, jossa lääkeainepitoisuus nousi vielä paljon 
korkeammaksi (yli 1 g/l) (Kostewicz ym. 2004).  Ruoansulatusvaiheen olosuhteet 
vaihtelevat kuitenkin paljon ihmisten välillä ja nautitusta ruoasta riippuen, mutta silti on 
perusteltua ohjeistaa potilaita ottamaan lääkkeet aterian yhteydessä. Biorelevantin liuoksen 
käyttäminen ohutsuolen nesteitä simuloivassa vaiheessa on kuitenkin ehdotonta in vitro –
dissoluutiokokeissa juuri sen suuren solubilisointikapasiteetin vuoksi. Näiden tulosten 
perusteella voidaan kuitenkin todeta, että pitkän dissoluutiokokeen sijasta 
ruoansulatusvaiheen tilanteen arvioimiseen riittää pelkkä liukoisuusmääritys FeSSIF-
liuoksessa, jos annos-liukoisuus –suhde on hyvin pieni. Erikseen tulisi arvioida onko 
asetaattipohjainen puskuri paras vaihtoehto simuloimaan mahanestettä, vaikka sen pH 
olisikin oikea.  
Vaikka biorelevanttien liuosten koostumus on pyritty tekemään mahdollisimman tarkasti 
ihmisten ruoansulatuskanavan nesteitä simuloiviksi, voitaisiin jatkotutkimuksissa 
dissoluutiokokeet suorittaa myös HIF-liuosta käyttämällä. Tällä voitaisiin selvittää 
vastaavatko FaSSIF- ja FeSSIF-liuokset käyttäytymiseltään aitoa ihmisiltä aspiroitua 
ohutsuolinestettä tämänkaltaisessa kaksivaiheisessa dissoluutiokokeessa. Lisäksi 
dissoluutiokokeissa tulisi siirtyä käyttämään toisen polven FaSSIF-V2- ja FeSSIF-V2-
liuoksia, joiden koostumukset on päivitetty erityisesti misellinmuodostajien osalta 
simuloimaan paremmin ohutsuolen nesteiden koostumuksia (Jantratid ym. 2008). 
 
5.4.6 Kaksivaiheinen mikrodissoluutiokoe – FeSSGF pH 5,0 ja FeSSIF pH 5,0 
 
Asetaattipuskurin lisäksi ruoansulatusvaiheen mahanestettä oli tarkoitus simuloida 




lisäksi myös proteiineja ja rasvaa. Koska jo liukoisuuden määrittäminen FeSSGF-
liuoksessa oli haastavaa ja monimutkaista, ei FeSSGF:lla tehty kaksivaiheisia 
mikrodissoluutiokokeita. FeSSGF-liuos ei siis sovellu käytettäväksi vastaavissa 
mikrodissoluutiokokeissa, joissa pitoisuutta voidaan määrittää vain kuituoptisesti. HPLC:llä 
voitaisiin määrittää pitoisuuksia, mutta mikrodissoluutiossa nestetilavuudesta ei ole 
juurikaan varaa ottaa näytteitä ja näytteet vaativat monimutkaista esikäsittelyä. Koska 
tutkittujen lääkeaineiden liukoisuus FeSSIF:iin on hyvin suuri ja annos-liukoisuus –suhteet 
pieniä, arvioitiin, ettei mahavaiheen väliaineella ole juurikaan merkitystä 
lääkeainepitoisuuteen ohutsuolessa ruoansulatusvaiheessa. Tällöin mahavaiheessa voidaan 
käyttää yksinkertaisempaa puskuriliuosta biorelevantin väliaineen sijasta. Toisaalta 
ruoansulatusvaiheen kaksivaiheinen dissoluutiokoe voitaisiin korvata kokonaan pelkällä 
liukoisuuskokeella FeSSIF-liuokseen, kuten todettiin edellisessä kappaleessa.  
 
5.4.7 Dissoluutiokokeen mittakaavan ja hydrodynaamisten olosuhteiden vaikutus 
 
Liukenemista ja saostumista paastovaiheessa tutkittiin SGF pH 1,2 ja FaSSIF-liuoksilla 
mikrodissoluution lisäksi myös minidissoluutiolla sekä USP:n dissoluutiomenetelmällä I eli 
pyörivä kori -dissoluutiolla. Suurin ero eri mittakaavan dissoluutiokokeiden välillä on 
niiden erilaiset hydrodynaamiset olosuhteet. Astioiden mittasuhteet ovat erilaiset, jolloin 
sekoitus synnyttää erilaisia virtauksia väliaineeseen. Myös sekoitusmenetelmät ovat 
erilaisia eikä pyörimisnopeuksia eri mittakaavoissa voida pitää keskenään verrannollisina. 
Mittakaavan lisäksi tutkittiin sekoitusnopeuden vaikutusta saostumiseen käyttämällä 
mikrodissoluutiossa pyörimisnopeutta 150 rpm. 
Mikrodissoluutiossa nestettä sekoittaa putken pohjalla oleva magneetti, jolloin nopeakaan 
pyörimisnopeus ei välttämättä riitä sekoittamaan nestettä pinnalla tai ainakin sekoittuminen 
on erilaista putken eri osissa. Lisäksi mahdollisesti muodostuva saostuma ei pääse 
laskeutumaan astian pohjalle, vaan jää pyörimään nesteeseen ja mahdollisesti edistää 
enemmän kiteytymistä. Esimerkiksi yhdiste A:n saostuma kellui paikallaan 




dipyridamolilla että yhdiste A:lla dissoluutioprofiilien muoto oli samanlainen erilaisilla 
pyörimisnopeuksilla (150 rpm ja 300 rpm), mutta hitaampi pyörimisnopeus näytti johtavan 
suurempaan saostumiseen (Kuva 13). Hitaampi sekoitusnopeus siis mahdollistaa 
suuremman kiteytymisen, kun partikkelit pääsevät paremmin törmäämään toisiinsa. 
Annoksen vaikutus saostumieen näkyi myös pienemmällä pyörimisnopeudella. 
Dipyridamolilla hitaampi pyörimisnopeus mikrodissoluutiokokeessa oli kuitenkin johtanut 
saostuman asettumiseen valoteiden vaakatasossa olevien peilien päälle, jolloin 
pitoisuustuloksia ei saatu ennen peilien puhdistamista. Koska hitaampi pyörimisnopeus ei 
riittänyt pitämään saostumaa liikkeellä, voidaan sitä pitää riittämättömänä 
mikrodissoluutiokokeen suorittamiseksi ilman välipuhdistuksia. Toisaalta 
välipuhdistuksilla ja valotien nostamisella pois astiasta vaikutetaan edelleen 
hydrodynamiikkaan erityisesti mikrodissoluutiossa, jossa valotie varsineen on iso 
verrattuna käytettyyn tilavuuteen (Kuva 8) (Lu ym. 2003). Lisäksi pyörimisnopeuden 
pienentäminen toi suurempaa vaihtelua rinnakkaisten määritysten välille, mikä johtunee 
epätasaisesta ja epävarmasta sekoittumisesta. 
 
 
Kuva 13. Yhdiste A:n mikrodissoluutiokuvaajat kokeista, joissa käytettiin väliaineina SGF pH 1, 2 ja 
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Mini- ja USP-dissoluutiossa nesteen virtauksen synnyttää vertikaalisesti astian keskellä 
oleva kori, joka on sijoitettu 2,5 mm:n etäisyydelle pohjasta. Miniastia oli syvempi ja 
kapeampi, jolloin virtaus oli erilainen kuin normaalissa isossa dissoluutioastiassa. Lisäksi 
kori oli pienempi ja siihen jäi helposti iso ilmakupla, kun korit laskettiin veteen. 
Minidissoluutiossa käytetyt pidemmät varret olivat myös alttiimpia selkeälle huojumiselle. 
Kaarimaisilla valoteillä ei ole juuri vaikutusta hydrodynaamisiin olosuhteisiin, koska ne 
ovat hyvin ohuita ja syrjäyttävät vain pienen nestetilavuuden (Lu ym. 2003). Ohuet kuidut 
ovat kuitenkin herkkiä likaantumaan, jolloin valotiet joudutaan ottamaan välillä pois 
astioista.  
USP-dissoluutiossa rinnakkaisten määritysten ero oli paljon isompi kuin 
mikrodissoluutiossa. Varsinkin isommilla vahvuuksilla vaihteluväli oli suurempi. 
Dipyridamolin suurin vahvuus saostui eniten FaSSIF-lisäyksen jälkeen, mutta saostuminen 
tapahtui paljon hitaammin kuin mikrodissoluutiokokeissa ja ylikylläisyys pysyi kauemmin 
korkeana (Kuva 14). USP- ja minidissoluutiossa ei myöskään havaittu nopeaa saostumista 
heti FaSSIF-lisäyksen jälkeen kuten mikrodissoluutiossa. Syynä voi olla esimerkiksi 
FaSSIF-liuoksen kaatonopeus ja sen aiheuttama virtaus nesteeseen, millä voi pienemmässä 
tilavuudessa olla suurempi vaikutus saostumiseen. Vielä 20 tunnin kohdallakin 
suurimmasta vahvuudesta oli USP-dissoluutiokokeessa liuenneena noin 50 %. Lisäksi 
dissoluutiokuvaajat eivät olleet yhtä tasaisia kuin mikrodissoluutiossa eivätkä saavuttaneet 
tarkkaa plateau-pitoisuutta. Minidissoluutiossakin rinnakkaisten määritysten ero oli 
suurempaa kuin mikrodissoluutiossa. Saostuminen alkoi vasta 10 tunnin jälkeen ja 20 






Kuva 14. Dipyridamolin suurimman vahvuuden dissoluutiokuvaajat kaikissa eri olosuhteissa, kun 
väliaineina käytettiin SGF pH 1,2 ja FaSSIF-liuosta. (keskiarvo ± vaihteluväli, n=2 ja 
minidissoluutiossa n=3) 
 
Ketokonatsolipitoisuuksien mittaaminen onnistui paremmin USP- ja 
minidissoluutiokokeissa, vaikka määrityksessä oli ollut ongelmia 
mikrodissoluutiolaitteistolla. Yhtenä syynä voidaan pitää saostuvan ketokonatsolin venyvää 
ja tahmeaa rakennetta. USP- ja minidissoluutiossa saostuma tarttui kiinni lasiastian pohjaan, 
mutta mikrodissoluutiossa sitä mahdollisuutta ei ollut magneettisekoittajasta johtuen ja 
saostuma tahri valotien peilipinnan. Toinen syy saattaa olla hieman erilaiset 
spektrofotometriset menetelmät ja ohjelmistot. USP:n isossa mittakaavassa kaikki 
vahvuudet liukenivat 100-prosenttisesti jo 10 minuutissa. FaSSIF-lisäyksen jälkeen 
annoksista saostui saman tien lääkeainemäärästä riippuen 35–45 %. Pitoisuus alkoi kaikilla 
vahvuuksilla kuitenkin laskea myöhemminkin. Mitä suurempi vahvuus, sitä nopeammin 
uusi saostuminen alkoi ja sitä vähemmän oli liuenneena 20 tunnin kohdalla: 200 mg 46 %, 
300 mg 28 % ja 400 mg 22 %. Minidissoluutiossa FaSSIF-lisäys aiheutti suuremman 
saostumisen ja liuenneena oli vain 35 %. Kahden tunnin jälkeen alkoi uusi nopea 
































Yhdiste A käyttäytyi samalla tavalla kuin dipyridamoli USP-dissoluutiokokeessa (Kuva 15). 
FaSSIF-lisäys ei aiheuttanut nopeaa saostumista suurimmallekaan vahvuudelle, vaan 
pitoisuuden pieneneminen tapahtui hitaasti tuntien kuluessa. Pienin vahvuus ei saostunut 
lainkaan ja keskivahvuuskin vain hieman aivan kokeen lopussa. Yhdiste A saostui hyvin 
höttöiseksi, hattaramaiseksi saostumaksi, joka leijui isoina kasoina virtauksen mukana. 
Tämä saostunut lääkeaine oli ajon aikana asettunut myös valoteiden väliin, mutta 
puhdistuksen jälkeen lopussa pienimmästä vahvuudesta oli liuenneena edelleen yli 100 %, 
keskivahvuudesta 99 % ja suurimmasta vahvuudesta 52 %. Minidissoluutiossa hajonta 
rinnakkaisten välillä oli suurta, mutta keskimääräisesti 20 tunnin aikana liuenneena oli 
50 %, eli melko saman verran kuin USP-dissoluutiossakin.  
 
 
Kuva 15. Yhdiste A:n suurimman vahvuuden dissoluutiokuvaajat kaikissa eri olosuhteissa, kun 
väliaineina käytettiin SGF pH 1,2 ja FaSSIF-liuosta. (keskiarvo ± vaihteluväli, n=2 ja 
minidissoluutiossa n=3) 
 
Eri mittakaavan dissoluutiokokeista saatiin siis poikkeavia tuloksia lääkeaineiden 
saostumisesta. Suurin vahvuus saostui eniten, mutta kvantitatiivisesti tulokset erosivat 
käytetyistä hydrodynaamisista olosuhteista riippuen. Erilaisten sekoitusmenetelmien lisäksi 
FaSSIF-liuoksen kaatonopeudella oli vaikutusta lisäyksestä syntyneeseen virtaukseen sekä 






























Tämänkaltaisilla dissoluutiokokeilla saadaankin kvantitatiivisen tiedon sijasta lähinnä 
kvalitatiivista ja suhteellista tietoa saostumisesta. Se, minkä suuruisilla eroilla vahvuuksien 
välillä on merkitystä in vivo, voidaan arvioida farmakokineettisillä ohjelmilla. 
 
5.4.8 Lääkeaineiden ja saostumien fysikaaliset ominaisuudet 
 
Dipyridamolin verrokkinäytteen ja saostumien diffraktokuvaajissa piikit esiintyivät 
samoilla heijastuskulmilla, mutta niiden intensiteetit olivat erilaiset (Kuva 16). Samoissa 
kohdissa olevien piikkien perusteella voitiin päätellä lääkeaineen kidemuodon pysyvän 
samanlaisena sekä aineen saostuessa että saostuman kuivuessa. Myös Raman-
spektrometrillä tutkittuna on todettu, ettei dipyridamolin kidemuoto muutu sen saostuessa 
in vitro -dissoluutiokokeessa (Arnold ym. 2011). Valomikroskooppikuvista huomataan 
selkeästi dipyridamolin kideasun eli morfologian muuttuminen sen saostuessa (Kuva 17A). 
Verrokissa oli suuri partikkelikokojakauma ja kiteet olivat erimuotoisia. Märkä saostuma 
taas oli muodostunut selkeästi pitkistä, neulamaisista kiteistä, jotka olivat kerääntyneet 
yhteen. Dipyridamolikiteiden on aikaisemmissakin tutkimuksissa todettu muodostavan 
monimutkaisia aggregaatteja (Arnold ym. 2011). Kiteisyysaste oli suurempi märässä 
saostumassa kuin verrokissa, mikä näkyy terävämmissä ja selkeämmin erottuvissa XRPD-
kuvaajan piikeissä. Koska kidemuoto pysyi samanlaisena saostuman kuivuessa, voidaan 
myös SEM-kuvia pitää relevantteina (Kuva 17B). Toisaalta voidaan kyseenalaistaa 
kokonaan se, kuinka paljon saostuma muistutti in vivo muodostuvaa saostumaa, sillä 
Psachouliaksen tutkimuksessa tutkittiin suolistosta aspiroituja näytteitä, ja sen mukaan 





Kuva 16. Dipyridamolin röntgendiffraktiokuvaajat verrokkinäytteestä (ylimpänä), märästä 
saostumasta (keskellä) sekä kuivatusta saostumasta (alimpana). 
 







Kuva 17. A. Valomikroskoopilla otetut 40-kertaa suurennetut kuvat dipyridamolin verrokkinäytteestä 
(vasemmalla) ja märästä saostumasta (oikealla). Palkki on 100 µm. B. SEM-mikroskooppikuvat 











Ketokonatsolin saostuma oli yhdiste A:n ja dipyridamolin saostumista poiketen 
olomuodoltaan hyvin viskoosista, tahmeaa ja venyvää, mikä hankaloitti sen käsittelyä. 
XRPD-kuvaajien perusteella märän ketokonatsolisaostuman kidemuoto oli sama kuin 
verrokkinäytteellä eikä se muuttunut saostuman kuivuessakaan (Kuva 18). Pientä kideasun 
muutosta havaittiin saostuman ja verrokin välillä sekä XRPD-kuvaajista että 
valomikroskooppikuvista (Kuva 19). Kuivatun saostuman SEM-kuvat olivat 
vertailukelpoisia märkään saostumaan nähden, koska saostuman kuivuessa siinä ei 
tapahtunut kidemuodon muutoksia. Verrokki muodostui kulmikkaista, isoista kiteistä ja 
pienistä muruista. Märkä saostuma taas oli puuroutunutta, mutta kiteet olivat silti 
muodoltaan kulmikkaita. On kuitenkin mahdollista, että venyvä saostuma on ollut 
amorfista muodostuessaan, mutta kiteytynyt nopeasti tämän jälkeen. Esimerkiksi amorfisen 
in vivo –ketokonatsolisaostuman on todettu kiteytyvän 48h inkuboinnin aikana 
(Psachoulias ym. 2011). Lisäksi on mahdollista, että saostumista tapahtuu useaan 
fysikaaliseen muotoon, sillä in vivo –tutkimuksessa on huomattu ketokonatsolin kiteytyvän 
enimmäkseen amorfisena, mutta myös kahtena erilaisena kidemuotona koehenkilöstä 
riippuen. 
 
Kuva 18. Ketokonatsolin verrokkinäytteen (ylimpänä), märän saostuman (keskellä) sekä kuivatun 















Kuva 19. A. Valomikroskoopilla otetut 40 kertaa suurennetut kuvat ketokonatsolin verrokkinäytteestä 
(vasemmalla) sekä märästä saostumasta (oikealla). Palkki on 100 µm. B. SEM-mikroskooppikuvat 
verrokista (vasemmalla) ja kuivatusta saostumasta (oikealla). Palkki on 20 µm. 
 
Yhdiste A:n tutkittu saostuma oli muista saostumista poiketen kerätty osittain 
mikrodissoluutiokokeista. XRPD-mittauksien avulla todettiin yhdiste A:n olevan märkänä 
amorfista, mutta kiteytyvän jälleen kuivuessaan (Kuva 20). XRPD-kuvaajaan muodostui 
korkea diffraktopiikki 32 °2θ kohdalle, mitä ei näkynyt ollenkaan verrokkinäytteessä. Tämä 
on tyypillinen piikki natriumkloridille, jonka on täytynyt saostua väliaineista 
dissoluutiokokeen aikana. Lisäksi kuvaajien perusteella suuremmalla kierrosnopeudella 
(300 rpm) muodostunut saostuma näyttää olevan kiteisempää kuin pienemmällä 
kierrosnopeudella (150 rpm) muodostunut saostuma, vaikka hitaammalla nopeudella 
saostumista näytti dissoluutiokokeiden perusteella tapahtuvan enemmän. 
Valomikroskooppikuvissa nähtävät kiteet ovat siten myös natriumkloridia, ei lääkeainetta 
ja pitkät hiusmaiset haituvat amorfista yhdiste A:ta (Kuva 21). Kuivatusta saostumasta 
otetut SEM-kuvat eivät siten korreloi dissoluutiokokeessa muodostuvan märän saostuman 









Kuva 20. XRPD-kuvaajat yhdiste A:n verrokkinäytteestä sekä märistä ja kuivatuista dissoluutioajoista 
kerätyistä saostumista.  
 
  
Kuva 21. 40-kertainen valomikroskooppisuurennus yhdiste A:n verrokista (vasemmalla) ja märästä 
saostumasta (oikealla). Palkki on 100 µm. 
 
Vaikka saostumat valmistettiin samoja väliaineita käyttämällä, eivät hydrodynaamiset 
olosuhteet olleet samanlaiset saostuman valmistuksessa kuin dissoluutiokokeissa. Tämän 
vuoksi saostumat voivat dissoluutiokokeissa ja jopa erilaisissa dissoluutio-olosuhteissa olla 
Verokkinäyte 
Kuivattu sostuma dissoluutioajosta, 300 rpm 
Märkä saostuma dissoluutioajosta, 300 rpm 
Kuivattu saostuma dissoluutioajosta, 150 rpm 






erilaisia kuin näissä fysikaalisissa tutkimuksissa, sillä kiteytyminen on hyvin herkkä 
prosessi, johon vaikuttavat monet muuttujat. Dissoluutioajoissakin huomattiin, että 
saostuminen tapahtui eri tavalla eri kokeissa, sillä toisinaan muodostui paljon näkyvää 
saostumaa ja toisinaan ei lainakaan. Aikaisemmin on tutkittu, että kun liuosta siirretään 
hitaammin mahanestettä simuloivasta väliaineesta ohutsuolen nesteitä simuloivaan 
väliaineeseen, kiteytyminen alkaa pidemmällä viiveellä (Arnold ym. 2011). Lisäksi sillä oli 
merkitystä muodostuvan saostuman partikkelikokoon, partikkelikokojakaumaan ja 
agglomeroitumiseen. Myös dissoluutioajoissa käytettyjen biorelevanttien liuosten 
komponentit voivat saostua, sillä joidenkin dissoluutioajojen aikana opaaliset väliaineet 
olivat muuttuneet aivan kirkkaiksi. Natriumtaurokolaatilla ja lesitiinillä on raportoitu 
olevan vaikutusta myös kiteytymisprosessiin sekä kiderakenteeseen, minkä vuoksi in vivo 
saostumista arvioivia dissoluutiokokeita tulisi tehdä nimenomaan biorelevanteissa 
liuoksissa tavallisten puskurien sijaan (Lehto ym. 2009).  Sen lisäksi, ettei saostumaa 
onnistuttu keräämään suoraan dissoluutiokokeista, erikseen valmistettua saostumaa 
jouduttiin säilyttämään useita päiviä ennen varsinaisia analyysejä, millä voi olla merkitystä 
kiteytymisprosessiin. Elimistössä lääkeaineet voivat saostua ruoansulatuskanavassa oleviin 
muihin partikkeleihin sekä ohutsuolen rakenteisiin, joten purkkiin valmistettu tai 
dissoluutiokokeessa muodostuva saostuma ei välttämättä vastaa ollenkaan saostumaa in 
vivo, varsinkin kun erot saostumisessa voivat olla yksilöllisiä. Nämä tutkitut saostumat 
kuitenkin vastaavat läpivirtausdissoluutiossa tutkittuja saostumia ja niitä varten fysikaalisia 




Läpivirtausdissoluutiolla haluttiin simuloida tilannetta, jossa ohutsuolessa saostunut 
lääkeaine liukenee vähitellen uudelleen. Läpivirtausdissoluutiolla voidaan ylläpitää sink-
olosuhteita, koska liuennut lääkeaine virtaa väliaineen mukana pois kennosta. Tämän 





Dipyridamolin kideasu eli morfologia muuttui sen saostuessa ja lisäksi sillä oli suurempi 
kiteisyysaste kuin verrokilla, jonka odotettiin siten liukenevan nopeammin. 
Läpivirtausdissoluutiokokeessa saostuma liukenikin hitaammin kuin kuiva verrokki (Kuva 
22). Kidekoon vaikutusta liukenemisnopeuteen on vaikeampi arvioida, sillä verrokki 
muodostui erikokoisista ja -muotoisista kiteistä, kun taas saostuma muodostui pitkistä 
neulasmaisista kiteistä. Vaikka rinnakkaiset määritykset olivat lähellä toisiaan, oli ero 
saostuman ja verrokin välillä kuitenkin pieni. Kolmen tunnin aikana saostumasta liukeni 19 
mg (keskihajonta 2,4 mg) ja verrokista 24 mg (keskihajonta 0,2 mg). 
 
 
Kuva 22. 15 minuutin aikana läpivirtausdissoluutiossa liuennut lääkeainemäärä tutkittujen 
lääkeaineiden saostumista sekä verrokeista (keskiarvo ± keskihajonta, n=3) 
 
Fysikaalisten tutkimusten mukaan ketokonatsolin kidemuoto pysyi samana sen saostuessa. 
Läpivirtausdissoluutiossa lääkeainetta liukeni kuitenkin vähemmän saostumasta kuin 
kuivasta jauheesta (Kuva 22). Saostuma oli koostumukseltaan venyvää ja viskoosista, joten 
sitä oli hankala sekoittaa lasihelmien joukkoon. Koska saostuma oli lasihelmien välissä 






































jauheen. Lisäksi helmet takertuivat kiinni saostuman pintaan, mikä pienensi nesteen kanssa 
vuorovaikutuksessa olevaa pinta-alaa entisestään ja mahdollisesti aiheutti osaltaan 
hitaampaa liukenemista. Lasihelmien tarkoituksena on estää nesteen suora suihkuaminen 
näytteeseen ja synnyttää siihen laminaarivirtausta. Ohutsuolen motiliteetin aiheuttama liike 
on todennäköisesti kuitenkin voimakkaampaa eikä lääkeaine saostu elimistössä yhdeksi 
paakuksi, kun mahan sisältö tyhjenee vähitellen ohutsuoleen. Läpivirtausdissoluutio 
vahvisti jo aikaisemmin tutkimuksissa ilmenneen ketokonatsolin heikon ja hitaan 
liukenemisen FaSSIF:iin, sillä kolmen tunnin aikana verrokista liukeni vain 8 mg 
(keskihajonta 0,8 mg) ja saostumasta 2 mg (keskihajonta 0,8 mg) sink-olosuhteista 
huolimatta. Tämän lääkeaineen kohdalla voidaankin todeta, että jatkossa tutkimukset 
kannattanee tehdä ennemmin kuivalla jauheella kuin saostumalla vaikean käsiteltävyyden 
vuoksi. Verrokin ja saostuman välisellä liukenemisnopeuserolla ei välttämättä ole 
merkitystä imeytyvän lääkeainemäärän kannalta, kun uudelleenliukenemisnopeutta 
arvioidaan osana farmakokineettistä mallinnusta. Uudelleen liukeneminen oli kuitenkin 
hyvin hidasta ja pientä, kun huomioidaan lääkeaineen kliininen annos (200–400 mg). 
Tämän vuoksi saostumista voidaan pitää erityisen kriittisenä, sillä saostunut lääkeaine 
tuskin ehtii juurikaan liueta uudelleen ohutsuolen läpikulkuajan aikana. 
Yhdiste A:n märkä saostuma oli amorfista, minkä odotettiin näkyvän saostuman 
nopeampana liukenemisena läpivirtausdissoluutiossa. Kuvasta 22 nähdään, että saostuma 
liukenikin nopeammin 15 minuutin aikana. Ensimmäisen tunnin jälkeen liukeneminen 
saostumasta kuitenkin hidastui nopeammin kuin verrokista ja kolmen tunnin aikana 
verrokista liukeni 69 mg (keskihajonta 2,7 mg) ja saostumasta 52 mg (keskihajonta 3,3 mg). 
Molemmilla hidastumisen syynä oli mahdollisesti lääkeainemäärän pieneneminen, jolloin 
määrä rajoittaa jo liukenemista. Vaikka jauhetta punnittiin noin 100 mg, ei koko tätä 
määrää saatu kennoihin. Myöskään ei ole tarkkaa tietoa kuinka paljon saostumaa 
muodostui ja paljonko sitä oli kussakin kennossa. Yhdiste A:n uudelleenliukenemisnopeus 
oli paljon nopeampaa kuin esimerkiksi ketokonatsolilla, mistä voidaan päätellä, että vaikka 




Saostuminen ei siten olisi niin kriittistä tai johtaisi yhtä suureen hyötyosuuden 
pienenemiseen. 
Läpivirtausdissoluutiolla saatiin siis fysikaalisten ominaisuuksien perusteella odotettuja 
tuloksia eli amorfiset aineet liukenivat nopeammin kuin kiteiset, vaikka erot dipyridamolin 
ja ketokonatsolin tapauksissa eivät olleetkaan suuria. On siis lääkeainekohtaista, miten 
paljon aineen fysikaaliset ominaisuudet muuttuvat niiden saostuessa ja kuinka selkeästi 
nämä erot voidaan havaita tällaisella dissoluutiokokeella. Lisäksi menetelmällä saadaan 
tietoa kuinka suuri vaikutus saostumisella on, kun sitä verrataan lääkeaineen 
uudelleenliukenemisnopeuteen. Vaikka kaksi vertailtavaa lääkeainetta saostuisi samalla 
tavalla, mutta toinen uudelleenliukenee nopeasti ja toinen ei juuri lainkaan, voi näiden 
lääkeaineiden hyötyosuudet poiketa paljonkin toisistaan. Jatkossa tulee tutkia, onko 
virtausnopeudella vaikutusta liukenemisnopeuksiin ja mikä virtausnopeus simuloi parhaiten 
liukenemisnopeutta in vivo. Huomioitavaa on, että vaikka väliaine kennoissa oli +37-
asteista, näytteet ehtivät jäähtyä fraktionkerääjässä huoneenlämpöisiksi. Tämä saattoi johtaa 
lääkeaineiden saostumiseen ennen näytteiden suodattamista ja analysointia HPLC:llä. 
Tällaisenaan läpivirtausdissoluutiota ei voida toteuttaa silloin, kun lääkeainetta on 
käytettävissä vain muutama milligramma, sillä varsinaisen dissoluutiokokeen lisäksi jo 
saostuman valmistamiseen ja sen fysikaalisten ominaisuuksien tutkimiseen tarvitaan paljon 
lääkeainetta. Tulisikin selvittää mahdollisten miniatyrisoitujen 
läpivirtausdissoluutiomenetelmien soveltuvuus, jotta tätäkin osaa voitaisiin käyttää 
lääkekehityksen alkuvaiheessa. Kuitenkin vasta jatkotutkimusten avulla voidaan arvioida, 
saadaanko läpivirtausdissoluutiolla tärkeämpää ja tarkempaa tietoa lääkeaineiden 
uudelleenliukenemisesta kuin pelkällä mallinnuksella, laskennallisilla kaavoilla tai 







5.5 Yhteenveto tuloksista 
 
Tutkimuksen tavoitteena oli kehittää miniatyrisoitu ja helposti toteutettavissa oleva 
dissoluutiomenetelmä, jolla voidaan arvioida lääkeaineen liukenemista ja 
saostumispotentiaalia elimistössä. Vaikka kuituoptiikan käyttö oli paikoin haastavaa ja 
erityisesti pienillä lääkeainemäärillä saatiin yli 100 %:n liukenemista vastaavia pitoisuuksia, 
voidaan kaksivaiheista mikrodissoluutiokoetta pitää soveltuvana muutaman milligramman 
lääkeainemäärän käyttäytymisen evaluoimiseen. Menetelmän toimivuus riippuu kuitenkin 
paljon lääkeaineen ominaisuuksista, kuten absorbtiviteetista sekä muodostuvan saostuman 
ominaisuuksista.  
Kaksivaiheisella mikrodissoluutiomenetelmällä nähtiin selkeästi ero paasto- ja 
ruoansulatusvaihetta simuloivissa tilanteissa, kun väliaineita lukuun ottamatta muut 
parametrit pidettiin vakioina (Kuvat 23 ja 24). Samoin korkean mahan pH:n merkitys 
ohutsuolen nesteitä simuloivassa väliaineessa liuenneena olevaan lääkeainemäärään oli 
merkittävä verrattuna tilanteeseen normaalin mahan pH:n jälkeen. Menetelmällä 
voidaankin arvioida mahan pH:n merkitystä hyötyosuuteen erilaisilla annoksilla. Myös 
solubilisoivien yhdisteiden vaikutus nähtiin, kun verrattiin saostumista ohutsuolivaiheessa 
liuoksen SGF pH 1,2 tai FaSSGF pH 1,6 jälkeen. Dissoluutioon ja saostumiseen vaikuttavia 
tekijöitä on hankala laittaa järjestykseen niiden kriittisyyden mukaan. Näiden kokeiden 
perusteella voidaan kuitenkin olettaa, että niin sanottu worst case –tilanne emäksisen 
lääkeaineen kyseessä ollessa lääkeannoksen hyötyosuuden kannalta onkin juuri silloin, kun 
mahan pH on korkea ja annos suuri. Jos taas halutaan tutkia lääkeaineen saostumista, on 
matalan pH:n mahavaihe yhdistettynä FaSSIF-liuokseen ohutsuolivaiheessa ääripää. Kun 
liukoisuus FeSSIF:iin on korkea ja annos-liukoisuus –suhde pieni, ei kaksivaiheista 
dissoluutiokoetta ole välttämättä tarpeen tehdä ollenkaan, vaan pelkkä liukoisuusmääritys 
olisi tällöin riittävä. Olettamuksena kuitenkin on, etteivät lääkeaineet imeydy mahasta, 
jolloin niiden liukoisuudella mahassa ei itsessään ole merkitystä. Mittakaavalla oli 
vaikutusta tuloksiin, mutta minidissoluutiokokeessa tulisi testata eri vahvuuksia ennen kuin 




arvioimiseen. Lisäksi jatkossa tulisi tutkia lisää erilaisten parametrien, kuten pyörimis- tai 
virtausnopeuden vaikutusta ja in vivo -dataan perustuen löytää parhaiten olosuhteita in vivo 
kuvaavat arvot.  
 
Kuva 23. Kaksivaiheisissa mikrodissoluutiokokeissa liuenneena olleen lääkeaineen osuus dipyridamolin 
suurimmasta vahvuudesta (3,0 mg) ajan funktiona (keskiarvo±vaihteluväli, n=2) 
 
 
Kuva 24. Kaksivaiheisissa mikrodissoluutiokokeissa liuenneena olleen lääkeaineen osuus yhdiste A:n 



























































Kuituoptiikan käyttö toi mukanaan paljon etuja pitoisuuksien mittaamiseen kaikissa 
mittakaavoissa. Sen suurin etu on reaaliaikainen pitoisuuden määrittäminen suoraan 
dissoluutioastioista ilman näytteiden ottamista, suodattamista ja erillistä analysointia. 
Lisäksi pitoisuuksia voitiin automatiikan vuoksi mitata tiheästi ja useiden tuntien ajan. 
Automatiikasta huolimatta esivalmistelut ovat aikaavieviä, sillä standardisuorat on 
valmistettava kaikille lääkeaineille ja mahdollisesti kaikissa käytetyissä väliaineissa. 
Kuituoptiikan käyttö oli välttämätöntä mikrodissoluutiokokeiden suorittamiseksi. Samalla 
huomattiin myös menetelmän herkkyys likaantumiselle ja erityisesti aineiden saostuminen 
toi mukanaan ongelmia. Mikrodissoluutiossa valotien peili on vaakasuorassa, minkä vuoksi 
riskinä on saostuneen lääkeaineen asettuminen painovoiman vaikutuksesta peilipinnan 
päälle. Tämä kuitenkin riippuu lääkeaineen ja erityisesti sen saostuman ominaisuuksista. 
Lisäksi pitoisuuksien määrittäminen kuituoptisesti UV-spektrometriaan perustuen vaatii 
spektrien ymmärtämistä, tulkintaa ja käsittelyä. Menetelmät mittaavat absorbanssin kaikilla 
aallonpituuksilla vähintään välillä 200–390 nm, joten spektrejä pitää tarkastella erityisesti 
väliaineen vaihtuessa. Kaikki lääkeaineet eivät kuitenkaan sovellu käytettäväksi 
kuituoptisen pitoisuusmäärityksen kanssa, jos lääkeaineen spektri on herkkä siirtymään 
olosuhteiden muuttuessa tai väliaineen taustavaikutus peittää lääkeaineen spektrin, jolloin 
spektrit eivät ole tarkkoja. Lisäksi väliaineen ominaisuudet, esimerkiksi sameus tai 
rasvaisuus, hankaloittivat pitoisuuden määrittämistä. Hyvin korkeiden pitoisuuksien 
määrittäminen näytteestä in situ ilman erillistä laimennosta ei ole mahdollista, mitä voidaan 
pitää yhtenä kuituoptisen menetelmän heikkoutena. 
Läpivirtausdissoluutiolla saatiin eroja saostumien ja verrokkijauheiden 
liukenemisnopeuksien välille ja ne olivat odotettuja saostumien fysikaalisten 
ominaisuuksien perusteella. Läpivirtausdissoluutiokokeella voidaan fysikaalisten 
ominaisuuksien vaikutuksen lisäksi arvioida, kuinka kriittistä tutkittavan lääkeaineen 
saostuminen on verrattuna sen uudelleenliukenemiseen. Ketokonatsoli liukeni hyvin 
hitaasti tässä kokeessa, joten sen uudelleenliukeneminen saostumisen jälkeen ohutsuolessa 
voi olla hyvin hidasta ja siten saostuminen olisi hyvin kriittistä hyötyosuuden kannalta. 




nopeammin uudestaan saostumisen jälkeen eikä saostumisella siten olisi niin suurta 
vaikutusta imeytyvään osuuteen. Saostuminen myöhästyttää imeytymistä ohutsuolesta ja 
voi aiheuttaa kaksivaiheisen imeytymisprofiilin, mutta jos lääkeaine liukenee saostumisen 
jälkeen nopeasti uudelleen, ei hyötyosuus välttämättä jää pieneksi saostumisen vuoksi. 
Menetelmä vaatii kuitenkin vielä kehittämistä ja lisätutkimuksia ennen kuin voidaan vetää 
johtopäätöksiä sen toimivuudesta uudelleenliukenemisen arvioimiseksi. Lisäksi on melko 
epätodennäköistä, että keinotekoisesti valmistetut saostumat muistuttaisivat saostumia 
elimistössä, sillä saostuminen riippuu monista tekijöistä, joita on haastava simuloida 
yksinkertaisilla in vitro –menetelmillä. 
Tällä tutkimuksella haluttiin tutkia kaksivaiheisen dissoluutiokokeen käytettävyyttä 
erilaisten fysiologisten olosuhteiden vaikutuksen arvioimiseen kehitettäessä uutta heikosti 
emäksistä lääkeainetta. Tilastollisten merkittävyyksien laskemiseksi ja farmakopeoiden tai 
viranomaisvaatimusten täyttämiseksi tutkimukset tulisi suorittaa useammalla rinnakkaisella 
määrityksellä (EMA 2010; USP 2012). Tämä mikrodissoluutiomenetelmä on kuitenkin 
suunniteltu käytettäväksi lääkekehityksen alkuvaiheessa, kun käytettävissä on vähän uutta 
lääkeainetta ja aikaa. Sitä ei ole tarkoitus käyttää rekisteröintitarkoituksiin, vaan oman 
ymmärryksen lisäämiseen tutkittavasta lääkeaineesta ja sen ominaisuuksista sekä 
lääkeaineen saostumisriskin arvioimiseen. Pienen käytettävissä olevan lääkeainemäärän 
vuoksi ei kokeita olisi edes mahdollista tehdä usealla rinnakkaisella määrityksellä. 
Tilastollisen merkittävyyden määrittäminenkään erilaisten olosuhteiden välille ei ole 
mielekästä, koska liukenemis- ja saostumisilmiöt ovat lääkeainekohtaisia. In vitro –
menetelmän merkittävyyttä in vivo –ilmiöiden ennustamiseksi voidaan arvioida 
paremminkin yhdistämällä data farmakokineettiseen mallinnusohjelmaan. 
In vitro -dissoluutiomenetelmillä saadaan kvantitatiivisen tiedon sijasta lähinnä 
kvalitatiivista arvioita lääkeaineen käyttäytymisestä, joten niitä voidaan käyttää erilaisten 
lääkeainekandidaattien vertailuun tai formulaatiokehityksen tueksi varhaisessa 
kehitystyössä. Kun formulaation avulla halutaan saada lääkevalmisteelle tietty 
kinetiikkaprofiili, saadaan tällaisesta biorelevantista dissoluutiokokeesta tietoa lääkeaineen 




voidaan miettiä, mitä formulaatiokehitykseltä vaaditaan, jos kliiniset lääkeannokset ovat 
isoja. Menetelmä soveltuu lisäksi riskinarviomenetelmäksi, kun halutaan selvittää milloin 
annos lisää riskiä saostumiselle ja milloin saostumista voidaan alkaa pitää syynä 
epälineaariseen kinetiikkaan. On kuitenkin tiedostettava, että tämänkaltainen dissoluutiokoe, 
jossa liuennut lääkeaine ei pääse poistumaan, helposti yliarvioi saostumista. 
Kaksivaiheisista dissoluutiokokeista sekä läpivirtausdissoluutiokokeista saatuja liukenemis-, 
saostumis- ja uudelleenliukenemisnopeutta kuvaavia parametrejä tullaan yhdistämään 
farmakokineettiseen mallinnusohjelmaan, jolla voidaan arvioida näiden vaiheiden 
vaikutusta lääkeaineen imeytymiseen in vivo. Ohjelmalla voidaan ottaa huomioon 
muuttujia, jotka jätettiin huomioimatta näissä in vitro –kokeissa, esimerkiksi mahan 
tyhjenemisnopeus, imeytyminen ja lääkeaineiden metabolia. Kun farmakokineettiseen 
mallinnukseen yhdistetään biorelevantista in vitro –kokeesta saatua dataa, voidaan saada 
hyvinkin tarkkaa kvantitatiivista tietoa lääkeaineen ja –annoksen vaiheista 
ruoansulatuskanavassa.  
Jatkossa voidaan kuitenkin erikseen arvioida, kuinka paljon parempi arvio tällaisella 
työläällä in vitro –dissoluutiomenetelmällä saadaan in vivo -käyttäytymiselle verrattuna 
pelkkiin liukoisuuskokeisiin tai puhtaasti laskennallisiin malleihin. Jatkotutkimuksia 
tarvitaan myös aikaskaalauksen arvioimiseen eli kuinka pitkä dissoluutiokoe on vielä 
relevantti in vivo –liukenemisen arvioimiseen. In vitro –dissoluutiomenetelmää voidaan 
käyttää myös jo olemassa olevien in vivo –tulosten analysoimiseen tai mahdollisen 
kaksivaiheisen imeytymiskuvaajan selittämiseen. Mitä yksinkertaistetumpi in vitro –
dissoluutiomenetelmä on, sitä vähemmän sen avulla voidaan huomioida fysiologia tekijöitä, 
mutta nämä kompromissit on huomioitava tulosten käytettävyydessä ja arvioinnissa. 
Kaiken kaikkiaan in vivo tapahtuvan saostumisen ja uudelleenliukenemisen arvioiminen on 
hyvin haastavaa, sillä yksilöiden väliset erot ovat suuria kaikissa näihin ilmiöihin 







6 JOHTOPÄÄTÖKSET  
 
 
Tutkimukselle asetettu tavoite, kehittää milligrammamäärille emäksistä lääkeainetta 
soveltuva dissoluutiomenetelmä liukenemisen ja saostumisen arvioimiseen, saavutettiin, 
sillä kaksivaiheisilla mikrodissoluutiokokeilla nähtiin selkeästi erot ruoansulatus- ja 
paastovaiheiden välillä, kun ohutsuolen nesteitä simuloitiin biorelevanteilla väliaineilla. 
Menetelmällä voitiin arvioida myös mahan korkeamman pH:n vaikutusta ohutsuolen 
lääkeainepitoisuuteen. Lisäksi menetelmällä havaittiin ylikylläisyysasteen ja liuenneen 
lääkeaineen osuuden riippuvan lääkeannoksen suuruudesta. Kvalitatiiviset tulokset 
vastasivat kirjallisuudesta löytyneitä erilaisilla in vitro tai in vivo -menetelmillä tehtyjen 
tutkimusten tuloksia.  
Kaksivaiheiset dissoluutiokokeet ovat helposti toteutettavissa kuituoptiikan avulla, vaikka 
analyysimenetelmään ja tulosten tulkintaan liittyy myös haasteita lääkeaineen 
ominaisuuksista riippuen. Biorelevanttien liuosten käyttö etenkin ohutsuolta simuloivassa 
vaiheessa on tärkeää. Hydrodynaamisten olosuhteiden vaikutus lääkeaineiden saostumiseen 
tuli esille, mutta niiden merkityksen selvittäminen vaatii lisätutkimuksia. Myös eri 
mittakaavoissa tehtyjen dissoluutiokokeiden vertailukelpoisuuden arvioimiseksi pitäisi 
tehdä useampia lisämäärityksiä. 
Läpivirtausdissoluutiokokeilla havaittiin saostumien fysikaalisten ominaisuuksien vaikutus 
uudelleenliukenemisnopeuksiin, mutta jatkossa olisi tarpeen kehittää myös pieneen 
mittakaavaan soveltuva menetelmä. Lisäksi tulisi tehdä useampia tutkimuksia fysikaalisten 
ominaisuuksien ja uudelleenliukenemisen välisen riippuvuuden sekä in vivo -merkityksen 
arvioimiseksi.  
Tämä tutkimus oli osa biologista hyväksikäytettävyyttä arvioivan työkalun kehittämistä 
varhaisen lääkekehityksen tarpeisiin ja riskinarviointiin. Käytetyillä menetelmillä saatiin 
tarkkojen kvantitaviisten tulosten sijaan saostumispotentiaalia sekä saostumisen kriittisyyttä 
kuvaavia tuloksia, joita voidaan käyttää esimerkiksi emäksisiä lääkeainekandidaatteja 




mallinnusohjelmilla tehtäviä jatkotutkimuksia varten saatiin lukuisia liukenemista, 
saostumista ja uudelleenliukenemista kuvaavia parametrejä, joita voidaan yhdistää 
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